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序 論
が ん は , 198 1 年 以 来 日 本 人 の 死 亡 原 因 の 1 位 で あ り ,
2 003 年 で は 死 亡 総 数 の 3 0. 5% (約 3 0.5 万 人)を 占 め , そ の
比 率 は 轟 年 上 昇 し 続 け て い る 1) . ま た , 世 界 保 健 機 関
(W H O) は 200 3年 , 初 の ｢ 世 界 が ん 報 告 + 2)を 発 表 し 20 00
年 の 時 点 で 約 1 0 0万 人 だ っ た 世 界 の 新 規 が ん 患 者 が , 高
齢 化 の 進 行 や 喫 煙 率 の 増 加 な ど か ら 2020 年 に は 50% 増 の
約 1 5 0 万人 に 達 す る と 予 測 し て お り , 社 会 的 に も 医 学 的
に も 重 要 な 疾 患 で あ る と 考 え ら れ る . こ れ ら の 治 療 の た め ,
多 く の 抗 悪 性 腫 療 薬 が 開 発 , 販 売 さ れ て い る . し か し , そ
れ ら の 主 な 作 用 点 が 核 酸 合 成 過 穣 , D N A, 微 小 管 な ど で あ
る こ と か ら , が ん 細 胞 だ け で な く 正 常 細 胞 に も 細 胞 陣 容 性
を も た ら し 重 篤 な 副 作 用 を 伴 う . ま た , 奏 功 し た 抗 悪 性 腫
疹 薬 に 対 す る が ん 細 胞 の 耐 性 獲 得 な ど も 問 題 と な っ て お
り , な お 新 た な 医 薬 品 開 発 が 求 め ら れ て い る . 近 年 , 細 胞
生 物 学 , 分 子 生 物 学 の 進 歩 に よ り が ん 細 胞 の 増 殖 , 浸 潤 転 移
に 関 わ る 分 子 レ ベ ル で の 異 常 が 明 ら か に さ れ , こ れ ら の 異 常
分 子 を 阻 害 す る 薬 剤 い わ ゆ る 分 子 標 的 治 療 薬 は 新 た な が ん 治
療 薬 剤 と な る 可 能 性 が 期 待 さ れ て い る . そ の 阻 害 剤 の 探 索 ･
開 発 が 天 然 物 , 合 成 化 合 物 問 わ ず 広 く 進 め ら れ て お り , 日 本
に お い て は , グ リ ペ ッ ク ( 一 般 名 イ マ ニ チ ブ), ハ - セ プ チ ン
( 一 般 名 ト ラ ス ツ ズ マ ブ ), イ レ ツ サ ( 一 般 名 ゲ フ ィ チ ニ ブ)
3 -5)が 分 子 標 的 治 療 薬 と し て 販 売 さ れ て い る(Fig .1).
最 近 , 細 胞 生 物 学 的 研 究 に お い て 細 胞 周 期 関 連 因 子 の 同
定 と そ の メ カ ニ ズ ム が 明 ら か に な り つ つ あ る . そ の 結 果 ,
細 胞 周 期 の 制 御 機 構 に お い て そ の 異 常 が が ん 化 と 密 接 に
関 わ っ て い る こ と も 明 ら か に さ れ , 細 胞 周 期 関 連 因 子 が 分
子 標 的 治 療 の 標 的 対 象 の 一 つ と も 考 え ら れ て い る 6).
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現 在 臨 床 開 発 さ れ て い る 細 胞 周 期 阻 害 剤 と し て は
fla v opiridol, UC N- 01, E7 0 7 0な ど が 挙 げ ら れ る が(F ig. 2)7
- 9)
,
さ ら に 有 効 な 低 分 子 リ ー ド 化 合 物 の 発 見 が 期 待 さ れ て い る .
天 然 に 存 在 す る 植 物 , 微 生 物 , 海 洋 生 物 な ど は , 代 謝 に よ っ
て 多 種 多 様 な 有 機 化 合 物 を 産 生 す る . こ れ ら 天 然 物 の 中 に は ,
医 薬 品 と し て 期 待 さ れ る 化 合 物 も 多 数 見 い だ さ れ , 我 々 の 生
命 を 守 る 医 薬 品 ま た は 化 学 的 多 様 性 の 高 い 医 薬 品 リ ー ド 化 合
物 の 宝 庫 と し て 重 要 な 地 位 を 占 め て い る . し か し な が ら , 探
索 素 材 と し て 手 が け た ら れ も の は 地 球 上 の 全 生 物 種 の う ち
1 0% に も 満 た な い と も い わ れ て い る 1 0). す な わ ち 人 類 が こ れ
ま で に も つ 地 球 上 の 各 種 生 物 の 二 次 代 謝 産 物 に 関 す る 情 報 の
割 合 は ご く 少 な い も の で あ る . 従 っ て , 天 然 物 に は 人 智 の 及
ば な い 特 異 な 構 造 や 生 物 活 性 を 有 す る 化 合 物 の 存 在 が 大 い に
期 待 さ れ る .
上 記 の よ う な 研 究 背 景 及 び 知 見 よ り 本 研 究 で は , 細 胞 周 期
阻 害 作 用 を 有 す る 新 規 化 合 物 の 単 離 を 目 的 に , タ イ 産 熱 帯 植
物 か
_
ら の 活 性 成 分 の 探 索 を 行 っ た . そ し て , 第 一 章 で は , H el乱
細 胞 に 対 す る 細 胞 周 期 阻 害 作 用 を 指 標 と し た Blu m e a
glo m e r at の 成 分 研 究 及 び 構 造 決 定 を 行 っ たr . 第 二 章 で は H eLa
細 胞 に 対 す る 細 胞 毒 性 を 指 標 と し た Aga vefo urc r oyde s の 成 分
序 翰
研 究 及 び 構 造 決 定 を 行 ち た . 第 三 草 で は , HeLa 細 胞 に 対 す
る 細 胞 毒 性 を 指 標 と し た cala m u sin signis の 成 分 研 究 及 び 構
造 決 定 を 行 っ た . 第 四 牽 で は , 単 離 し た 化 合 物 の HeLa 細 胞
に 対 す る 細 胞 毒 性 を 明 ら か に し た . 第 五 章 で は , 単 離 し た 化
合 物 の 細 胞 周 期 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 検 討 を 行 っ た .
H O H
タン
ー r ＼ ､ ､ 勺
∫
′
′o H
N
”
H O
グ
も､.
0
Fla v opiridol
ダ
ら..
Cl
ヽ､
N
㌦
､
､
H3C O
'
'
J
H
N HCH3
U C N-0I
ノク
C
ゝ
ク′
ら.､
N H
”
H
､
勺
メ
.メ
$ 02N H2
E7070
F ig･2 C he mic al stru ctur es of c ellcycle inhib ito r s
第 一 章 Bhm e aglo m erata の成分研究
第 一 章 Blu m e aglom e rata の 成分研究
キク科 Blu m e a属 の植物 は , 東南ア ジア を中心に広く分布する ハ ー ブで あり ,
民 間薬と して も使用されて い る . こ れ まで に Blu m e a属 の 成分研究に関 して は ,
Blu m e a a r ata の 地 上 部 か ら の 4- 0- Ac etyl-7α -hydr oper o xy-ll, 13, dehydr o-7,
ll-dihydr o c u a uthe m o n e31 0- angelate な ど の セ ス キ テ ル ペ ン 類
11)
, Blu m e a
balsa mlfe ra の 葉部か.らの フ ラボ ノイ ド類,
報告 されて い る .
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本章 で は こ れ まで に成分研究 に つ い て の 報告例 が無く , 細胞周期阻害性試験 に
お い て , エ キ ス 添加 48 時 間後 1 00p g/mL 及 び 1 mg/m L で Sub- G lの 増加
及 び G l期 細 胞 の 減少 な ど顕 著な DN A分 布 の 変 化 が 認 め ら れ た Blu m e a
g]o m erata を試料と して 選 択 し , こ の 成分研究 を行 い ,
を有する化合物 の 単離を試み た .
Fig.2 Photogr aphofBlu m e aglo m e r ata
(小谷野 喬博士提供)
細胞 周期 阻害活性
第 一 草 Blu m e aglom er ata の成分研究
第 一 節 Blu m e aglom er ata からの 化合物 の単離
Blu m e aglo m e r at の 葉部 189g を MeO Hで抽出 し抽出物 26g を得た ･ 得 られ
た MeOH 抽 出物 の 細胞 周期阻害性に つ い て 検討を行 っ た と こ ろ, 試料添加 48
時間後にお い て , 試料無添加群と比較 して 100p g/mL で Sub- G lの 6 % の増加 ,
o 1細胞 の 19 %の減少が , 1 mg/mL で Sub- G l の 26% の増加 , ol 細胞 の 20% の
減少が観察された(Fig.3, Table1). 次に , こ の 抽出物を - キサ ン , 酢酸 エ チ ル 及
びブタ ノ ー ル で溶媒分配を行 い , - キサ ン可溶部 7.9 g, 酢酸 エ チ ル 可溶部 4.2
g , ブタ ノ ー ル 可溶部4.2 g, 水 可溶部 9.4 g をそれぞ れ得た ･ 得 られ た各可溶
部に つ い て細胞周期阻害性に つ い て検討を行 っ たと こ ろ, 酢酸 エ チ ル 可溶部に
細胞周期阻害性(試料無添加群比 Sub- G l 15%増加, Gl細胞23 %減少 , 02/M 7%
減少)が観察された(Fig.4, Table 2). そ こ で , 酢酸 エ チ ル 可溶部を次 の分画 の 対
象と した . 酢酸 エ チル 可溶部をク ロ ロ ホ ル ム ー メタ ノ ー ル 系 ダラ ジ ュ ン ト溶媒を
用 い た シ リカゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー に負荷 し Fr.1 A-1Ⅰを得た . 顕著な
細胞周期阻害性が藩められた Fr.1 C(Fig.5, Table 3)をメ タノ ー ル -水系 グラジ ェ
ン ト溶媒を用 い た oDS カラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー に負荷 し Fr.2 A-2Q を得た .
得 られ た画分の うち Fr.2 B, 2C, 2 D, 2 E,2 E, 2F及び 2 Gに細胞周期阻害性が観察
された(Fig.6, Table 4). まず , Fr.2 Bにつ い てメ タノ ー ル を溶卵液と して用 い た
sephadex L H-2 0カラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー を行 い 化合物 2 を単離 した ･ ま た,
sephade x L H12 0カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー より得 られ た画分 の メ タ ノ ー ル ー水
系溶媒を用 い た o D S-H P LC に よる精製より化合物 1 を単離 した . Fr.2 Cに つ い
て は , メ タノ ー ル を溶離液と して用 い た Sepbade xLH-20カ ラム ク ロ マ トグラ フ
ィ ー を行 っ た後 , メ タノ ー ル ー水 系溶媒を用 い た O D S- H P L Cによる精製より化
合物 3 を単離 した . Fr.2 E, 2F 及び 2G につ い て は T L C分析 の結果 , 類似する ス
ポ ッ トが観察された こ と か ら こ れ らの 画分を統合 し , こ の 画分に つ い て メ タノ
ー ル を溶離液と して 用 い た Sepbade x L H-2 0カラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー を行 っ
た後 , メ タノ ー ル ー水系溶媒を用 い た o D S- H P L Cに よる精製より化合物 4 を単
離 した .
第 一 章 BLm eag)o m eT
.
ata の 成分研 究
また , 顕 著な細胞周 期 阻害性 が 艶 め られ た Fr.1 B(Fig.5, Table 3)を - キサ ン ー
酢 酸 エ チ ル 系 グラ ジ ェ ン ト溶媒を用 い た シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー に負荷 し Fr3 A-3Ⅰ を得た . 得られ た画分 の うち Fr.3 C,3 F及 び 3G に 細胞 周期
阻害性 が観察された(Fig.7, Table5). そ こ で , まず , Fr.3 Fに つ い て OD SI SeP-Pak
に よ る精製を行 い化合物 5 を単離 した . また , Fr3 Gに つ い て は , O D S- sep-pak
及 びメ タ ノ ー ル ー水 系溶媒を用 い た ODS- H P LC に よる精製より化合物 占-10を単
離 した . さ らに , Fr.3C に つ い て ODS-s cp-pak 及 び メ タ ノ ー ル ー水 系溶 媒 を用 い
た o D S- ⅡP L Cに よ る精製を行 い 化合物 11を単離 した .
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第 一 章 BIw n e aglo m e rata の 成分研究
第 二節 単離 した化合物 の構造解析
(1)化合物1 の 構 造解析
化合物 1 は非晶質の 白色固体で , 旋光度は【α]
l
,
8
＋7･Oo(MeO H, cO･35)で あ っ た ･
EI M Sス ペ ク トノりこお い て分子 イ オ ン ピ ー ク m/z3 18が観察され , 分子 量が 318
で ある こ とが明 らか とな っ た . 重メタ ノ ー ル 中にお ける 1H N M Rス ペ ク トル に
お い て , 85.9-7.1 付近 に芳香環由来シ グナ ル が, 83.86 に積分値が 3 Hの メ トキ
シ 基由来 の シ ン グ レ ッ トの シ グナ/レが , 85.04及び84.62に 11.6Hz の 結合定数
を持 つ ダブ レ ッ トの シ グナ ル が観察された こ とよ り, 化合物 1 は ジ ヒ ドロ フ ラ
ボノ ー ル 骨格 に1個 の メ トキ シ 基が結合 した化合物と推定された . 1 3cNM Rス
ペ ク トル も同様 で あ っ た . こ れ らIH 及び 13c NM Rス ペ ク トル におけ る各 シ グ
ナ ル の 1H -1H C O SY, H MqC, H M BC ス ペ ク トル デ ー タ の 詳細な解析及び文献
値 13)との 比較より1 は, 4- 0- Methylta xifolinと同定 した .
Table5
1= NM Rdatafo rCo mpou nd linC D30D
po sitio n 8(J, Hz)
2 5.04d(ll.6)
3 4.62d(ll.6)
6 5.94d(2.1)
8 5.98.d(2.1)
2I
3I
5I
7･0軍d(2･l)
6.97d(8.2)
61 7.00dd(2.1,.8.2)
O Me 3..86s
H O
7
6
8
ク
'
ら..
5
9
1 0
0
4
2
3
2'
.
ヽ小 5
O H
31
ク′
6■
O H
4-
O H 0
Fig.9 Stru cture ofCo mpo und1
O C H3
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(2)化合物 2 の構造解析
化合物2 は非晶質の 白色 固体で ,旋光度は[α】
2
,
2
-14･8o(C H Cl,, cO･29)で あ っ た ･
EIM Sス ペ ク トル(m/z204[M -2 H20]
＋
)よ り, 分子量が 240で ある こ とが明らか と
な っ た . 重ク ロ ロ ホ ル ム 中にお ける IH N M Rに お い て , 8 0.8 6, 1.12, 1.2 0, 1.20
に 4級メ チ ル プ ロ ト ン シ グナ ル が観察された ･ 13c N叩R ス ペ ク トル で は4個の
メ チ ル 炭素 シ グナ ル , 6 個の メ チ レ ン 炭素 シ グナ ル , 2 個の メ チ ン炭素 シ グナ
ル
, 3 個 の 四級炭素 シ グナ ル が観察され , 化合物 2 はセ ス キテ ル ペ ン と推定さ
れた . 文献値 14)と の 比較より 2 は , Crypto m e ridiolと同定した .
15
1 0
5
4
1 4
'
'
p
,
]
0
-
”
朋
12
O H
Fig.10 Stru ctu r e of Co mpo und 2
Table6
1
H and
13
c N M Rdata forCompo und2in CDCl3
positio n 8H
12 1.20s
13 1.20s
14 1. 2s
15 0,86s
po sitio n 8c
1 41.0
2 20.1
3 43.4
4 72.3
5 54.8
6 21.5
7 49.9
8 2 2.5
9 4 4.6
10 34.5
ll 73.0
12 27.1
13 27.3
14 2 .6
15 1 8.7
15
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(3) 化合物3 の 構造解析
化合物 3 は非晶質の黄色固体で , EIMS ス ペ ク トル にお い て 分子イ オ ン ピ ー
ク m/I 302が観察され , 分子 量が 3 02 で ある こ とが明 らか とな っ た . 重メ タ ノ
ー ル 中にお ける 1H N M Rス ペ ク トル にお い て , 86.0-7.0付近 に芳香環由来 シ グ
ナ ル が , 8 3.81 に積分値が 3 H のメ トキ シ基 由来 の シ ン グ レ ツ トの シ グナ ル が
観察された . また , 85.31, 8 3.09及 び82.73に ダブ ル ダブ レ ッ トの シ グナ ル が
観察された こ とより 3 は ジ ヒ ドロ フ ラ ボノ ー ル骨格に 1個 の メ トキ シ 基が結合
した化合物と推定された . 1H 及び 13c N M Rス ペ ク トル にお ける詳細な解析及
び文献値 15)と の 比較より, 3 は 7- 0- M ethyle riodictyolと同定 した . なお , こ の
化合物は 比旋光度が o で あ っ た ため , ラ セ ミ体で あると考えられた .
Table7
1
H N M Rda土afo rCo mpo und 3inCD30D
po sitio n 8(J, H 之)
2 5.3 1 dd(3.0,12.8)
3
6
3.09 dd(12.8, 17.2)
2.73 dd(3.0, 17.2)
6.03 d(2.0)
8 6.05 d(2.0)
2l 6.91 d(2.0)
5' 6.78m
6■ 6.78 m
O Me 3.81s
(4)化合物 4 の構造解析
H3CO ク′
≒さ､
0
ク′
こb..
H
O H 0
Fig.ll Stm ctur eof Co mpo und3
OH
化合物 4 は非晶質の 白色 固体で , 旋光度はtα]
2
,
5
.25･1o(MeOH, cO･3 5)で あ っ
た . UV ス ペ ク トル は , メ タノ ー ル 中にお い て 234n m に吸収極大 を有 して い た .
FA B M Sス ペ ク トル にお い て m/I 305[M -H20＋H]
'が観察され , H R F A B M S(m/z
305.2 458【M - H20＋H]
＋
) より分子式が c20H3403 で ある こ とが明 らか とな っ た . 重
ク ロ ロ ホ ル ム 中にお け る IH N M Rス ペ ク トル に お い て , 8 1.18, 8 1.16, 81.00,
16
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8 0.90に三級メ チ ル プ ロ トン シ グナ ル , 81.78にア リル メチ ル プ ロ トン シ グナ
ル が観察された . また , 86.85(ddll.0,17.4),85.20(d17.4),85･11(d l･0) の シ
グナ ル が観察された こ と か ら分子内に末端 ビ ニ ル 基が存在する こ とが 示唆さ
れた .
13
c NM R及 び D E P Tス ペ ク トル にお い て は , 末端 ビ ニ ル 基 由来 の炭素 シ
グナ ル(8 133 3, 113.9), 二 重結合に由来する シ グナ ル(8133･5, 13 1･0),5個 の メチ
ル 炭素 シ グナ ル , 4 個 の メチ レ ン 炭素 シ グナ ル , 4 個のプチ ン炭素 シ グナ ル , 3
個 の 4 級炭素 シ グナ ル 計 20 個 の 炭素 シ グナ ル が観察された ･ こ れ らの 結果
より 4 はラブダン型 の ジテ ル ペ ン と推定された . 4 の1H-
1
H COSY, H MQC,
H M B Cス ペ ク トル より平面構造を導き(Fig. 12), さ らに差 NOE 実験における
Fig.13 に示す NOE 相関が観察された こ と及 び比旋光度の 文献値と の 比較より,
4 は Au str oinilin と判明 した . こ の化合物はAustr o e upato rium in ula eforiu m,Ste via
,eba udia n a, Ste via a ristata(Compositate)な どか ら の 単離報告
16 J 9)があり , Zde r o
ら1 9)は, そ の 絶対立体配置を 4a の ように報告 して い る . こ れは , 4b の PC C酸
化により得られた 6- ケ ト体(4c)が c D ス ペ ク トル にお い て負の コ ッ トン 効果
(Ac2,5- -1.5)を示 した こ と か ら e nt-labdan e型と提唱 して い た ･ 今回, Au str oinulin
の絶対 立体配置を確落するため, Au str oin ulin の 7- 0-(S)- MT PA エ ス テ ル 及び
7- 0-(R)- MTPA エ ス テ ル を調製 し, 改良 Mo she r法
20)を用 い て 検討を行 っ た ･ そ
の 結果 , H -9, H - 11α, H -llP,H - 12, H -14, H-15a, H -15b, H -16, H -17は正 の A8値 を示
す 一 方, H -6, H- 18, H -19, H-20は負 のA8値を示 した(Fig･15)･ Z der oらは , オク
タ ン ト則に基づ き 4c の 絶対 立体配置を提唱 した.著者は 6 ケ ト体(4c)の 分子 モ
デ ル を用 い て 考察 した と こ ろ, オクタ ン ト則に の っ と っ て Zdero ら の提 出 した
判定は理解 で きる もの の , オクタ ン ト則 は化合物の 構造によ っ て適用可能か ど
うか判定する基準適用範囲が必ず しも明確で はない た め, 絶対 配置の 決定にあ
い ま い な部分を残す場合がある ･
一 方, 楠見 らによる改良 Moshe r法で はA8値
の符号 が左右 で 明確 に別 れる結果が得られれば , 導かれる絶対配置が十分信頼
で き ると い う自 己診断が可能で ある . 今回 の Au str o血11in の 両 M T P Aエ ス テ ル
体の A8値 の デ ー タは , 改良 Mo sher法に おける自 己診断に よ り絶対配置が十分
に保証され る範囲内で ある こ とが明白で あ っ た . 従 っ て , 血 str oin ulin の 絶対 立
体配置は改良 Mosher法 に基づ き 5S, 6R,7S, 8 S,9R, 10 Rの Iabda n e型と結論 し･
1 7
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報告され て い た絶対立体配置を訂 正 した(Fig.16).
1 2
l l
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20
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”
19 18
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勺
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Table8
1
H and
13
c N M R data ofcompo und4in C D C13
8H 8c
■■■■■■ - ■■■■■■■■■■■
0.9 2m 3 9.81
2
3
4
5
6
7
8
9
10
ll
12
13
14
15
16
17
18
19
20
1.5 4m
1.3 9m
1.5 4m
1.1 7m
1.34 m
1.15 m
3.62t-like(9.0)
3.3 8 d(9.0)
1.44m
2.22m
2.44m
5.44brt(7.0)
6.85 dd(ll.0,1 7.4)
5.lld(ll.0)
5.20d(17.4)
1.78s
1.18s
1.16s
1.00s
0.90s
18.2
43.3
33.7
57.2
71.7
85.0
76.9
59.5
39.1
2 2.7
13 3.5
13 1.0
13 3.
1 13.9
1 9.9
1 9.4
3 6.2
2 2.2
1 6.9
20
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(5)化合物 5 の 構造解析
化合物 5 は非晶質 の黄色固体で ,FA B MS ス ペ ク トル にお い て m/z33(M十H)
＋
が観察され , 分子 量が 332 で ある こ とが 明らか とな っ た . 重ア セ トン 中にお け
る IH N M Rス ペ ク トル にお い て , 86.0-7.0 付近 に芳香環由来 シ グナ ル が , 8 3.8 5
及 び83.86 に積分値が 3H のメ トキ シ基由来の シ ン グ レ ッ トの シ グナ ル が観蘇
された . また , 8 5.08 に12.OHz の 結合定数を持 つ ダブ レ ッ トの シ グナ ル , 8 4.66
に 4.0及 び12.0Hz の 結合定数を持 つ シ グナ ル ,84.79(d, J-4.0),8 7.69(s),8 l .66
(s)に ヒ ドロ キ シ基に結合する水素の シ グナ ル が観察された . こ の こと から, 5
は ジ ヒ ドロ ブ ラボノ - ル骨格 に2個の メ トキ シ基 が結合 した化合物と推定され
た . 1H 及 び 13c NM Rス ペ ク トルデ ー タ及び文献値 13, 21)と の 比較より 5 は , 7,
3' - 0-dim etho xyta xifolin と 同定 した .
Table9
1H N M Rdatafo rCo mpo u nd5inAc eton e
-d6
8(J, Hz)
2 5.08 d(12.0)
3 4.66 dd(4.0, 12.0)
6 6.04 d(2.3)
8 6.07 d(2.3)
2I 7.08 d(2.0)
5I 6.98 d(8.2)
6- 7.01 dd(2.0,8.2)
3- O H 4.79d(4.0)
5- O H l.66s
31- O H 7.69s
O Me 3.85s
3.86s
H3C O ク′
ら..
0
OH 0
I
..
te
O H
H
Fig･17 Stru ctu r e ofCo mpo u nd5
OC H3
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(6)化合物 6 の構造解析
化合物石 は非晶質 の黄色固体で , EI M Sス ペ ク トル に お い て 分子イ オ ン ピ ー
ク m/I 388が観察され , 分子 量が 38 である こ とが 明ら か とな っ た . 重 ク ロ ロ
ホ ル ム 中 に お け る 1H N M R ス ペ ク ト ル に お い て , 低 磁 場領域 で は ,
87･07,86･80,86･61 に シ ン グ レ ッ トの芳香族水素と考えられる シ グナ ル が観察
された ･ また , 8 4.90 に積分値が 12 H分 の メ トキ シ 基由来 の シ ン グ レ ッ トの シ
グナ ル が, 83. 93に積分値が 3H 分の メ トキ シ基 由来 の シ グナ ル が観察された .
こ れ らの 結果より 6 は ブ ラボノ ー ル 骨格 に 5 個の メ トキ シ基 が結合 した化合物
と推定された . これ は 13cNM Rス ペ ク トル にお い て も 同様で あ っ た . こ れ ら の
ス ペ ク トル デ ー タ と文献値 22)と の 比較より 6 は , 4, - Hydr o xy-5,6,7,3,,5, -pe nta
m etho xyfla v o n eと同定 した .
Table10
I
H N M Rdatafor Co mpo und6in CDC13
8(J,Ⅰ屯)
3 6.5 8s
8 6.8 0s･
2I 7.10s
61 7.1 0s
O Me 3.93s
4.00s(12 H)
(7)化合物 7 の構造解析
H3C O
H3CO
ク′
ら..
0
0
OCHi
≠㌢
モさ､
C H3
O H
O C H3
Fig･18 Stm ctu r e ofCo mpo u nd6
化合物 7 は非晶質の黄色 固体で , EI M Sス ペ ク トル に お い て分子 イオ ン ピ ー
ク m/z 402が観察され , 分子 量が4 02で ある こ とが 明らか と な っ た . 重ク ロ ロ
ホ ル ム 中にお ける 1H N M Rス ペ ク トル デ ー タは , 化 合物 6 と類似 した シ グナ ル
が観察されたが , 8 4.0 0及 び8 3.99 に積分値が 3 H のメ トキ シ 基 由来 の シ ン グ レ
22
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ッ トの シ グナ ル が , 83.95及び8 3.92に積分値が6H のメ トキ シ基由来 の シ グナ
ル が観察された . こ れ らの 結果及び化合物 6 と の 分子量 の差が 14 より 7 は 6
の 4'位 に結合 した ヒ ドロ キ シ基 がメ トキ シ基に置換 した化合物と推定された .
これ は 13c NM Rス ペ ク トル にお い て も 同様で あ っ た . こ れ らの ス ペ ク トルデ ー
タ と文献値23)と の比較より7 は,5,6,7,3',4',5' - Hex amethoxyflavon eと同定 した .
Tablell lH N M RdataforCo mpo u nd7in C DC13
8(J, Hz)
3 6.61s
8 6.80s
2I 7.07s
6I 7.07s
O Me 3.92s(6 H)
3.95s(6 H)
3.99s
4.00s
(8) 化合物S の構造解析
‖3C O
H3C O
ク
′
b､
0
グ
モI..
C H3
O C H3
O C H3
O C H㌻
Fig.19 Stru ctu r e ofCo mpo u nd 7
化合物 S は非晶質 の黄色固体で , EI M Sス ペ ク トル にお い て分子イ オ ン ピ ー
ク m/I 402が観察され , 分子量が 402で ある こ とが 明らか とな っ た . こ れは化
合物 7 と 同 じ分子量 で あるが , 重ク ロ ロ ホ ル ム 中にお ける
1
H N MR スペ ク トル
にお い て , メ トキ シ基 に 由来する シ グナ ル 84.10(3 H),84.02(3H), 83.9 7(3 H),
83.96(3 H), 83.9 5(6H)パ タ ー ン に違 い が観察された . また, 8位 の 水素 の シ グ
ナ ル が観察されず, 87.56(dd,J-2.0, 8.5),87.41(d,J- 2.2),8 6･98(d,J- 8･3)に B
環 の 3',4'置換 ベ ンゼ ン に由来する シ グナ ル が観察された こ と か ら, S は化合物
7 の 8 位 の水素がメ トキ シ基 に, 5'位 のメ トキ シ基が水素に置換 した化合物と
推定された . こ れ らの 結果及び文献値
24)と の比較より S は Nobiletin と同定 し
た .
2 3
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Table12 1H N MR data forCo mpo u nd8inC DCl3
8U, Hz)
3 6.62s
2l 7.41 d(2.2)
51 6.98d(8.3)
6l 7.56 dd(2.0,8.5)
O Me 3.95s(6H)
3.96s
3.97s
4
.02s
'
4.log
(9)化合物 タ の構造解析
H3C O
H3C O
ク′
ら..
C ‖3
0
0O C H占
≠㌢
ら..
C H3
O C H3
Fig.20 Stm ctu r e ofCo mpou nd杏
化合物 9 は非晶質 の黄色固体で , EI MS ス ペ ク トル にお い て 分子イ オ ン ピ ー
ク m/z 432が観察され , 分子量が 43 2で ある こ とが明 らか と な っ た . 重ク ロ ロ
ホ ル ム 中にお け る IH N MR ス ペ ク トル にお い て , 低磁場領域 で は87.16 に水素
2個 の シ グナ ル , 8 6.63 に シ ン グ レ ッ トの シ グナ ル が観察された . また , 8 4.1 0
(3 H),84.02(3 H),8 3.95(12 H),8 3. 93(3 H)に 7 個の メ トキ シ基 に 由来する シ グナ
ル が観察された . 9 は化合物 8 と比較 し分子量が 30異なる こ とか ら , 8 の 5位
の 水素がメ トキ シ基 に置換 した化合物と推定された .
は , 5
'
- M etho xyn obiletinと同定 した .
Table13 1HN M RdataforCo mpo und 9 in CD Cl3
8(J,Hz)
3 6.63s
21 7.16s
6I 7.16s
O Me 3.93s
3.95s(12 H)
4.02s
4.10s
H5CO
H3C O
クー
ー
もヽ
文献値 24)との 比較より 9
C H3
C H3
0
ク′
ら .
OC H3
O C H3
O C H㌻
Fig･21 Stm cture ofCo mpo u nd 9
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(10)化合物 10 の構造解析
化合物 10 は非晶質 の白色固体で , EIMS ス ペ ク トル にお い て分子イ オ ン ピ ー
ク m/z 416が観察され , 分子 量が 416 である ことが明 らか とな っ た . 重ク ロ ロ
ホ ル ム 中にお けるIH N M Rス ペ ク トル にお い て , 低磁場領域で は8 7.15及 び7.10
に結合定数 1.5 H2:の ダブ レ ッ ト シ グナ ル , 86.56 に1H 分, 86.08に 2H 分 の シ
ン グ レ ッ トの シ グナ ル が観察された . ま た, 84.10(3H),84.01(3 H),8 3.99(3H),
83.95(6H)に 5個 の メ トキ シ 基に由来する シ グナ ル が観察された . 従 っ て 10 は
ポ リメ トキ シ フ ラボ ノイ ドと推定された . 文献値 24)と の 比較より 1 0は, 5, 6,7,
8, 5
'
-Perlta m etho xy-3
'
, 4
'
m ethyle n edio xyna v o n eと同定 した .
Table14 1H NMRdata forCo mpo u nd10in CD C13
position 8(J､ Hz)
6l 7.15 d(1.6)
2l 7.10 d(1.6)
3 6.56s
O C H20 6.08s(2H)
O Me 4.lo告(3 H)
4.01s(3 H)
3.99s(3 H)
3.95s(6H)
H3C O
H3C O
ク′
もヽ
OCHi
0
ク′
b､
｢
0
O C H3
Fig.22 Stru ctt w e ofCo mpo u nd 10
(ll) 化合物 11 の構造解析
化合物 11は非晶質 の黄色固体で , 旋光度t3:[α]
2
D
5
-23･2o(MeO H, c l･2)で あ っ
た . EI M Sス ペ ク トル にお い て分子イ オ ン ピ ー ク m/z286が観察され , 分子量 が
286 で ある こ とが 明らか と な っ た . 重ク ロ ロ ホ ル ム 中にお ける 1日 N M Rス ペ ク
トル にお い て , 85.9- 7.1付近 に芳香環由来シ グナ ル が, 83.81に 積分値が 3 H の
メ トキ シ 基由来 の シ ン グ レ ッ トの シ グナ ル が , 85.04, 83.10, 82.79にダブ ル ダ
ブ レ ッ トの シ グナ ル が観察された こ とよ り, 11は フ ラ バ ノ ン骨格に l個 の メ ト
キ シ基 が結合 した化合物 と推定された . こ の IH N M Rス ペ ク トル デ ー タ及 び文
25
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献値 15,2 5)との 比較より 11は , Saku r an etinと同定 した .
Table15
1
H NM R datafo rCo mpo u nd
11inC DCl3
position 8(J, Hz)
2 5.36dd(3.0, 13.0)
3
6
3.10 dd(13.0,17.1)
2
.79 dd(3.0, 17.1)
6.0S d(2.2)
8 6.05 d(2.2)
2'
,
6- 7.34 d(8.5)
3-
,
5- 6.89 d(8.5)
5- O H 12.03s
O Me 3.8ls
H3C .､ れ ′., .､｡eY
o ”
もヽ
O H 0
Fig.23 Stm cture ofCompou nd ll
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第三節 小括
本章で は , 細胞周期阻害性就験における ス ク リ ー ニ ン グに よ っ て 選抜された
Blu m e aglo m e r ata を鮮料と して細胞周期阻害性を指標 に陪性化合物 の 単離を試
みた ･ そ の結果 , 化合物1-11 を単離 し, そ の 構造を4- 0- Methylta xifolin(1),
Crypto m e ridiol(2), 7- 0- M ethyle riodictyol(3), Austr oinulin(4),7, 3' - Dim eto xy
ta xifolin(5),4
'
- Hydro xy･5,6,7,3
'
,
5' -pe nta m ethoxyna vo n e(6),5,6,7,3I,4',5' - He x a
m etho xyna v o n e(7), Nobiletin(8),5' - Metho野 n Obiletin(9),5,6,7,8,5I - Pe rlta m etho xy-
3'
,
4' - Methyle n edio xynavo n e(10),Sakur an etin(ll)と同定した .
また , 4(Au str oi血1叫 の 絶対立体配置につ い て改良 Mosber 紘を用 い て検討を
行 っ た結果, そ の 絶対立体配置は 5S,6R,7S,8S,9R,10R のIabdan e型である こ
とが明 らか となり , 報告 されて い た絶対立体配置を訂 正 した .
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第 二 章 Aga vefo u r c r oyde s の 成分研 究
Aga v efo u r croyde sは リ ュ ウ ゼ ツ ラ ン 科 の 繊 維植 物 で あ り , 縄 , 袋 ,
カ ー ペ ッ ト な ど の 繊 維 製 晶 の 原料 と し て 使 用 さ れ て い る 26). こ れ ま
で に Aga v e属 の 成分研 究 に 関 し て 多数 の 報 告 が あ り , ス テ ロ イ ドサ
ポ ニ ン 類や フ ラ ボ ノ イ ド類 が 単離 され て い る 27, 2 S).
㌔
”
H
J
J
H o√ H
O H
H O
川
H
H O
0 謝
& smH
O H
Agave side C
過
,d
H
もゝ
H
HO
H3CO
ク′
も､.
0
0
ク/
モさ. ､
｢
0
O C H3
O H O H
5, 7- Dihydro xy-6,5しdim etho xy-3
-
,4し
m ethyle n edio xyfla vano n e
Fig.1 C he mic al Stru cture of co mpou nds isolated fro m Aga v e
● ●
SpelCl e S
本 章 で は こ れ ま で に成分 研 究 に つ い て の 報 告例 が 無く , 当 研 究室 の
HeLa 細 胞 に 対 す る 細胞 毒性 を指標 と し た ス ク リ ー ニ ン グ に お い て
顕 著 な細胞 毒性 が 観察 さ れ た M eOH エ キ ス Aga v efo u r c r oyde s を 試
料 と し て 選 択 し た . そ し て , HeLa 細 胞 に 対 す る 細 胞 毒 性 を 指 標 と
し て 活 性 成 分 の 単 離 を 試 み た .
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〉
･l
I
Fig.2 Photogr aph of Aga v efo u r c r oyde s(小谷 野 喬 博 士 提 供)
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第 一 節 Aga v efou r c r oyde s か ら の 化合物 の 単離
Aga v efo urcroydes の 葉 部 3 4 1g を MeO Hで 抽 出 し抽 出物 101 g を得
た . 得 ら れ た M eOH 抽 出物 の 細胞 毒性 に つ い て 検討 を行 っ た と こ ろ ,
顕 著 な HeLa . 細 胞 に対 する 細胞毒性 が観 察 さ れ た(Fig.3). 次 に 抽 出
物 を M eO H で 再 溶解 し た と こ ろ MeO H 溶解画 分(96.2 g)の ほ か に
M eO H 非溶解画 分(2.0 g)を得 た . MeOH 溶解 画分 に 細胞 毒性 成 分 の
集 積 が 認 め られ た た め , こ の 画 分 に つ い て Diaio nH P1 2 0カ ラ ム ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に 付 し , ク ロ ロ フ ィ ル 類 を除 去 し MeO H 溶 出 画 分
Fr.A に つ い て 溶媒 分配 を行 い , 酢 酸 エ チ ル 可 溶 部(3. 2 g),ブ タ ノ ー ル
可 溶郭(1 7.0 g), 水 可 静部 (3 7.3 g) を そ れ ぞ れ 得 た . 得 ら れ た 各可
溶 部 の 細胞 毒性 に つ い て 検討 を行 っ た と こ ろ , 酢 酸 エ チ ル 可 溶 部及
び ブ タ ノ ー ル 可 溶部 に 細胞 毒性 が観 察 さ れ た(Fig.2). そ こ で , よ り
顕 著 な細 胞毒性 を示 し た BuOH 可 溶部 を次 の 分画 の 対象 と し た . ブ
タ ノ ー ル 可 溶 部 をメ タ ノ ー ル ー 水 系 グ ラ ジ ュ ン ト溶 媒 を用 い た ODS
カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 負荷 し Fr. 1 A- 1 0を 得 た . 得 ら れ た 画 分
の 内 Fr･1 D,1E, 1 F及 び 1G に顕 著な 細胞毒 性 が 静 め られ た(Fig.4)｡
そ こ で ま ず , Fr.1E に つ い て メ タ ノ ー ル を 溶 離 液 と し て 用 い た
Sephade x L H- 20 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 い 化合 物 12 を 単離
し た . Fr.1D につ い て は メ タ ノ ー ル ー 水 系 グ ラ ジ ェ ン ト溶媒 を用 い た
ODS カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 後 , メ タ ノ ー ル ー 水 系 溶 媒
を用 い た oDS - H P LC に よ る精製 よ り化合 物 1 3を単離 し た . Fr. 1 Fに
つ い て は , メ タ ノ ー ル ー 水 系 グ ラ ジー エ ン ト溶 媒 を用 い た O D Sカ ラ ム
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 後 , メ タ ノ ー ル - 水 系 溶 媒 を 用 い た
ODS- H P L Cに よ る精製 を行 い 化合物 1 4及 び 化 合 物 1 5を単離 し た .
Fr.1 G に つ い て は , メ タ ノ ー ル ー 水 系 グ ラ ジ 土 ン ト溶媒 を用 い た o DS
カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 後 , メ タ ノ ー ル - 水 系 溶 媒 を 用 い
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た O D S- H P L Cに よ る 精 穀 を行 い 化 合物
100,0
S
妄
×
B
く〉
i
U
1 00
80
8 0
4 0
0 200 400 6 00 8 00 1∝IO
Conc 8ntr atjon(pglmL)
重
育
0
喜
0.0
1 6を 単離 し た .
BuOH ray.
AcO Et]ay･
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0.0 100.0 200.
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Fig.3 Cytoto xicity of M eOH e xtr a ct (left) and e a ch laye r
(right)
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第 二 節 単離 し た化合物 の 構造解析
(1) 化合 物 1 4の 構 造解析
14 は , 非 晶質 の 白色 固体 と し て 得 られ , 旋 光度 は【α]
2
D
4
- 1 6･6o
(pyridin e, cO. 78)で あ っ た . F AB M Sス ペ ク ト ル に お い て m/z 1411
(【M ＋Na]
＋
)が観 療 さ れ , H R FABMS(m/I 1 4 1.63 3 3[M＋Na]
＋
)よ り そ の 分
子 式 が c63H1 0 403 3で あ る こ と が判 明 し た . IR ス ペ ク ト ル は ヒ ド ロ キ
シ 基 に基 づ く 吸収(3 398c m
-I
), c - o に 基 づ く 吸収(1 0 70 c m
- 1
)を 示 し た .
重 ビ リ ジ ン 中 に お ける 1H N MR ス ペ ク ト ル(Table t, Fig.7)で は , 高 磁
場 領域 に ア グ リ コ ン に 由来す る 2 個 の 3 級 メ チ ル プ ロ ト ン シ グ ナ ル
(8 0.81s, 8 0.6 8s), 2 級 メ チ ル プ ロ ト ン シ グ ナ ル(8 1.12 d(J-6･5 Hz),
8 0.6 7 d(J-6.O Hz))及 び 6- デ オ キ シ 糖 に 由 来する メ チ ル プ ロ ト ン シ
グ ナ ル(81.65 d(J-6.5))が観察され , 低 磁 場領域 で は , 糖 に由 来す る
6個 の ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ ナ ル (85.79 s , 8 5.53 d(J- 7. 5
Hz)85.17 d(J- 8. O Hz)8 5.ll d(J- 7.8liz)8 5･ 0 8 d(J-7･5 Hz)84･86 d
(J-7. 7 Hz)) が 観 察 され た .
1 3c NMR ス ペ ク ト ル(Table 3, Fig･7)に お
い て は , ア グ リ コ ン 部 に 由来す る 4 個 の メ チ ル 炭 素 シ グナ ル , 6- デ
オ キ シ 糖 に 由 来す る 1 個 の メ チ ル 炭 素 シ グ ナ ル , 糖 に 由 来す る 6個
の ア ノ メ リ ッ ク炭 素 シ グ ナ ル が観測 さ れ た . 以 上 の ス ペ ク ト ル デ ー
タ よ り 1 4は , 6 個 の 糖 を有する ス テ ロ イ ドサ ポ ニ ン と 推 定 され た ･
14 の ア グ リ コ ン 及 び構 成糖 を決 定す る た め酸加 水分解 を行 い , ア グ
リ コ ン 画 分 及 び 糖画 分 を得た . ア グ リ コ ン 画 分 は , シ リ カ ゲ ル カ ラ
ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 精製 を行 い , 得 ら れ た化合 物 の N M R,
MS ス ペ ク ト ル デ ー タ 及 び 比 旋光度 と 文 献値
29, 3 0)と の 比 較 よ り 1 4
の ア グ リ コ ン を C hlo r oge nin と 同 定 し た . 糖 画 分 は , R I検 出器 及 び
旋 光度検 出器 を 用 い た HPL C分析 よ り 糖 の 種類及 び そ の 絶 対 配 置 を
35
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決 定 し た . す な わ ち , 得 ら れ た ク ロ マ ト グ ラ ム と 標 晶 の そ れ と の 比
較 よ り 14 の各 単糖 は D - gala cto s e, D - glu c o s e, L- rha mn os eで あ る こ と
が 判 明 し た . な お , 各 糖 の ア ノ マ - の 立 体 配 置 に 関 し て は , glu c o s e
及 び rha m n o s eは ア ノ マ - プ ロ ト ン の 結合 定数 (Jl,2: 7.5 -8.O H z) よ
りβ一 配 置 と 決 定 し た . ま た rha m n o s eは , I NEPT 測 定 に お い て ア ノ マ
- プ ロ ト ン と ア ノ マ ー カ ー ボ ン の 結合 定数 (Jcl,Hl)が 168.2 Hz で あ
っ た . 一 般 に , Jc l,r n が 169 H z の 場合 は α ∴配 置 , 160 Hz の 場合 はβ一
配 置 で あ る こ と が 報 告 され て い る
31)
. 従 っ て rha m n o s eの ア ノ マ -
の 絶 対 立 体 配 置 を α 一 配 置 と 決定 し た . ま た ,
1 3c N
■
MR に お い て ア グ
リ コ ン の 3 位 の ケ ミ カ ル シ フ ト(8 7 7.0)が chlo r oge nin の 3 位 の 場 合
(8 70.9)と 比 べ 低 磁 場側 - シ フ ト し て い る こ と が 観察 され た ･ し た が
っ て 1 4 の糖 の 結合位置 は 3 位 と推 定 され た .
14 の糖鎖 の 構造及 び ア グ リ コ ン - の 結 合位置 は , 80 0 MHz N MR
装 置 を 用 い た H M BC 実験 よ り確 定 し た . す な わ ち , D - gala cto s eの
ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ ナ ル(8 4. 8 6)か ら chlo r oge nin の 3 位 の 炭
素 シ グ ナ ル(8 7 7.6) - の 相 関 , D - glu c o s eA のア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン
シ グ ナ ル (8 5. l l) か ら D - gala cto･se の 4 位 の 炭 素 シ グ ナ ル (8 79･ 9)
へ の 相 関 , D - glu c o s eB のア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ ナ ル (8 5･ 17)
か ら D - glu c o s eA の 3位 の 炭 素 シ グ ナ ル(8 8 8･1) - の 相 関 , L - rha m n o s e
の ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ ナ ル (8 5. 7 9) か ら D - glu co se B の 4位
の 炭 素 シ グ ナ ル (8 7 7. 7) - の 相 関 , D - glu c o s eC のア ノ メ リ ッ ク プ
ロ ト ン シ グ ナ ル (8 5. 53) か ら D - glu c o s eA の 2 位 の 炭素 シ グ ナ ル
(8 8 0. 7) - の 相 関及 び D - glu c o s eD のア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ ナ
ル (8 5.0 8) か ら D - glu c o s eC の 3梗 の 炭 素 シ グ ナ ル (8 8 8･1) へ の
相 関 が 観 測 さ れ た . 従 っ て 化 合 物 14 の 構 造 は C blo r oge nin
3 - 0-【α 心 rha m n op yran osyト(1 - 4)-β- D - glu c op yra n o syl-(1 ー 3)-(β- D -
glu c op yr a n o syト(1 - 3)-β- D - glu c op yr a n o syト(1 - 2)-β- D - glu c op yr a n o
syト(1 - 4)-β- D - gala ctop yr a n o side】で あ る こ と が 判 明 し た ･ な お , こ の
3 6
第ニ牽 Aga v efo utc roydesの成分研究
化 合物 は 新規化 合物 で あ っ た .
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(2) 化 合物 12 及 び 化 合物 16 の構造解析
1 2及 び 1 6は , F A BMS よ り 分子 量 が そ れ ぞ れ 1386及 び 137 2で あ
る こ と が判 明 し た . 1 6 の重 ビ リ ジ ン 中 に お け る
1H N M Rス ペ ク ト ル
(Table t)で , 80.63 及 び 0.81 に シ ン グ レ ッ ト , 8 0･6 8 及 び 1･ 1 2に ダ
ブ レ ッ ト の ス テ ロ イ ドサ ボ ゲ ニ ン に 由 来す る 特徴 的 なメ チ ル プ ロ ト
ン シ グ ナ ル が観 察 され ,
13c N M Rス ペ ク ト ル デ ー タ(Table 3)及 び 文
献 値 32)と の 比 較よ り 16 の ア グ リ コ ン は Tigoge nin で あ る こ と が 判 明
し た . 1 2で は ア グ リ コ ン 部 の 1H 及 び 1 3c N MR ス ペ ク ト ル は , 1 6の
ア グ リ コ ン 部 と類似 し て い た た め , そ の ア グ リ コ ン は ス テ ロ イ ドサ
ボ ゲ ニ ン と推 定 され た . し か し Tigogenin と 比 べ 高 磁 場領域 に シ フ
ト し た シ グ ナ ル(C - ll:8 3 7. 8 , C - 13:8 5 5. 2)が 観 測 され た こ と 及 び
2 1 2.5 p pm に 新 た に ケ ト ン 由 来 の シ グ ナ ル が観 測 され た こ と か ら ,
12 は ケ ト ン を有す る ア グ リ コ ン と 推 定 し た . 文 献値 33)と の 比 較 よ り
1 2 のア グ リ コ ン は 1 2位 に ケ ト ン を 有す る he c oge nin n で あ る こ と が
判 明 し た . ま た , 1 2及 び 1 6は , 1H N M Rに お け る 糖 由来 の 81.68 の
ダ ブ レ ッ ト シ グ ナ ル 及 び8 3.7- 5. 8 付 近 の シ グ ナ ル ,
1 3
c NM Rに お
け る糖 由来 の 81 8. 4 のメ チ ル 炭 素 シ グ ナ ル 及 び8 60. 5- 10 5.5 付 近 の
シ グ ナ ル が 1 4で 観察 され た シ グナ ル パ タ ー ン と - 致 し た こ と か ら ,
1 ヱ及 び 1 6は 1 4と 共 通 の 糖 鎖 ユ ニ ッ ト を も つ ス テ ロ イ ドサ ポ ニ ン と
考 え ら れ た . 8 0 0 M Hz N M R装 置 を用 い た 1H -
1
H C OS℃ HMqC ス ペ
ク ト ル に よ り そ れ ぞ れ の 糖 の プ ロ ト ン シ グ ナ ル , 炭 素 シ グ ナ ル を完
全 帰属 し , H M BC ス ペ ク ト ル に お い て 1 2及 び 川 の 糖 部は Fig.9 に
示 す相 関 が 共 通 に 観察 され た こ と及 び 各 種 ス ペ ク ト ル デ ー タ の 文 献
債 32･ 3 3)と の 比 較 よ り 1 2及 び 川 は そ れ ぞ れ Fu r c r e a st tin 及 び
Tigoge nin 3- 0 -【α - L -rha m n o p yrano syl-(1 - 4)-β- D - glu c op yra n o syト
(1 - 3)-(ド- D - glu c op yr a n o syl-(1 - 3)-β- D - glu c op yr a n o syl-(1 → 2))
-β- D - glu c op yr a n o syl -(1 - 4)-β- D - gala ctop yr ano side])と 同 定 し た ･
40
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(3) 化 合物 1 3及 び 化 合物 1 5 の構 造解 析
1 3及 び 1 5は , F A B M Sよ り 分子 量 が それ ぞ れ 7 7 2及 び 7 56 で あ る
こ と が 判 明 し た . 1 5は 重 ビ リ ジ ン 中 に お け る 1H 及 び 13c N MR ス ペ
ク ト ル(Table 2, 4)に お い て chlo r oge nirl に 由 来す る 及 び Glu co se 2 分
子 に 由 来 する シ グ ナ ル が観 察 され た . 1 3は , N MR ス ペ ク ト ル に お
い て 1 5と 糖部 の シ グ ナ ル 及 び ア グ リ コ ン 部 の シ グ ナ ル が類似 し て
い た が , 20 位 - 27 位 の ケ ミ カ ル シ フ ト に違 い が 観 察さ れ , 文 献値 と
の 比 較 よ り 13 の ア グ リ コ ン は chlo r oge nin の 2 3位 に ヒ ド ロ キ シ 基 が
結 合 し た 構造 と判 明 し た . ア グ リ コ ン と 糖 の 結合位 置 は 800MHz
N M R装置 を用 い た H MBC ス ペ ク ト ル に お い て glu c o s eA のア ノ メ リ
ツ タ プ ロ ト ン シ グ ナ ル(85.0 9)か ら ア グ リ コ ン 3 位 - の 炭 素 シ グ ナ
ル(8 7 6.8- 77. 0)- の 相 関及 び glu c o s eB のア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ
ナ ル(8 4. 8 5)か ら ア グ リ コ ン 6 位 - の 炭 素 シ グ ナ ル(8 79.7- 79.8) - の
相 関 が観 察 され た こ と か ら , 各 glu c o s eが ア グ リ コ ン の 3 位 及 び 6
位 に結 合 し て い る こ と が 判 明 し た . 以 上 の 結果及 び 文 献値 と の 比 較
よ り 1 3及 び 15 は そ れ ぞ れ 23 S,25R,5α - spir o sta n e- 3P,6α ,2 3P-trio1
3
,
6- di- 0 - glu c opyr anoside
34)及 び Chloroge nin 3,6, - di- 0 -β- D - glu c o
pyr a n o side
3 5)と 同 定 し た . な お , 1 5は 文 献 記載 の 比 旋光度 測定 に お
け る使 用 溶喋 の 組 成比 が 不 明 で あ っ た た め , 酸 加 水 分解 に よ る検 討
を 行 い ア グ リ コ ン は cblo r oge nin , 糠 は D - 01u co s eと 確 認 し , 15 の
絶対 立 体配 置 を含 めた 構 造 を 同 定 し た .
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Table 1 1H N M R data for c ompou nd 12, 14 and 16 in
p yridin e- d5
12 14 16
7
島
9
10
ll
12
0.10m
1.28m
I.57 m
1.97m
3.85m
1.31m
I.7()brd(12.0)
0.81JT1
0.97m
1.09孤
0.8Om
1,57n
I.72JT]
0.86n
2,20 dd(4.61 14.2)
2.35dd(13.0,14.2)
I,33”
1,58d
0.84m 0.73m
l.49m l ^8m
I.63m 2,00m
2
,01m
3.87m 3.85m
1.47m 13lTrt
1.78brd(12.5) 1.78brd(7.6)
I
.17r n 0.83m
3.55bra(札8) 0.97m
I.09m
I,14m 0.80m
2.18m I.6 2m
I.5tlm I. 氾 m
0.60 ddd(3.6.13.1. 13.1030 dad(4.0,12.5,12.5)
1.15 m 2.20dd(4.6,14.2)
)3 8m 2.35 d(13.(),14.2)
I.Olm I,OOm
1.64bra(12.3) l.63 td (12 3)
I.llm 1.00m
1.43” I.48 d
2.07add(6.0,7.0.13,0)2.OT dd(6.0.丁.8,13.0)ヱ.03 dd(6.0,7.0, 13.0)
4
,
48 h･d(7.0)
I.19brd(7.0)
0.$1s
0.63s
1
.
94 brt(7.0)
I.12d(7.0)
1.50n
158m
I.55bra(6,0)
1.65m
1.53m
3.49 brd(10.5)
3.58brd(10.5)
0.68 d(6.0)
4
.
86 A(7.5)
438 brI(9.6)
4.10m
4.59 brs
3.98rn
4.21 brd(10.0)
4.68
5.ll a(8.0)
4 31 br((9.0)
4 D9m
3,72m
3
,
79
3.96
,
4 39 brd(10.5)
5.17 d(8.5)
3,96brI(9.2)
4.07血
435 I(9.6)
3.79m
4.03m
4.20m
5.5 2 a(7.5)
4.06m
〟.01I(9,0)
4
.
06JTL
3.76m
4 16m
.
4.41m
5.08 d(7.5)
3.97 brt(8.5)
4.14m
4 13 n
3.$7m
4.23m
4.48 brd(12.0)
5 J() s
4.62 br s
4.52 brd(9.0)
431 d(8.0)
4▲93 dq(610, B･5)
1.68 d (6.0)
4
.
51 b【d(6.8)
I.19 dd(6.8, 7.9)
0.81$
0.68s
I.94
1.12 d(6.4)
I.67”
1.54m
1.56孤
3
.
48 d(ll.0, )2.0)
3.57 d(4.0,12.0)
0.67 a(6.0)
4.86d (7.7)
4 37m
4.06n
434m
3.98m
4.16m
4.63n
5.ll d(7.8)
43 0m
4.09m
3.72m
3.78m
3
.
97 m
〟.40m
5.17 a(8.0)
3,95m
4.07m
4 36m
3.77 m
4.04m
4.2 1rn
5.53 d(7.5)
4.05ⅠⅥ
4.02m
4,07m
3.75m
4.26m
4.45 brd(ll.0)
5.08 d(7.5)
3.97 br l(8.5)
4.15m
4.16m
3.払 m
4
.
24m
4.48 brd(ll.6)
5.79s
4.63 br s
4.52 bra(9.0)
433 d(8.5)
4.95 dq(6･0, 8･5)
l.68 d(6.01
也
OL¢ A
16
17
”
19
20
2]
22
23
24
25
26
27
I
2
3
4
5
6
I
2
3
4
5
(1
GIG B 1
2
3
4
5
6
GIcC 1
2
3
4
5
6
GIGD 1
2
3
4
5
6
RhzL
4
.
48brd(7.0)
2.7ヰdd(7.0,& 6)
1.068
0.()3～
l.92brI(7.0)
134 a(6.8)
1.5ユm
I.66 m
I.53m
1.65m
I.53m
3,47 d(ll.0, 12.0)
3.56 dd(4.0,12.0)
0.68 a(6.0)
4.86d(7.5)
438 brI(9.6)
4.10m
4.57 br$
3.98m
4.20 m
4.65m
5. ” d(8.0)
431brt(9.0)
4.09m
3.72m
3.79m
3.97m
4.40m
5.17d(8.5)
3,96brt(9.2)
4
.
07 m
4 35 I(9.6)
3.79帆
4.03m
4.20 m
5.52 d(7.5)
4.06 brt
4
.
01t(9.0)
4.06
3.76
4.26m
4
.41 bra(ll.0)
5.0S d(7.5)
3.98 br t(8.5)
4
.
15∩
4.15m
3.87m
4.23m
4
.47 m
1 5.79s
2 4.62 br s
3 4.52bra(9.0)
4 4.32 d(8.2)
5 4.95 dq(” , 8.5
6 l.68 d(6.0)
4 5
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Table 2
1
H NM R data fo r c ompound 1 3a nd 1 5 in pyridine-d5
1 3 1 5
0.83m
,
1.50m
I.67m
2.03m
3.92m
I.49m,
3.42 m
1,20m
3.60m
1.16 m
2,60 m
l.51 m
0.5 6ddd(3.i,13.0,1 3.0)
1
.
14m
,
I.37m
0.99m
I
.62brd(12.0)
I.02m
1.35m,
1.97 孤
4.42孤
I.72 m
0.76s
0.68s
1.9 1dq(6.4,8.0)
1.10d(6.4)
1.6 6m
1
.54 m
1.56m
3.47 dd(l l.0,12.0),
3.56dd(4.0,12.0)
0.69d(6.0)
5.09a(7.S)
4.02 d(8.0,8.5)
4.21 d(8.5)
4.22m
3.94m
4.3 1d d(6.0,12.0),
4.4lm
4.85(7.8)
4
.
03 d(8.0, 8.5)
4.2 6 d(8.5)
4.2 5 d(8.5)
3.80m
4.4 0 dd(6.0,12.0),
4.53brdr6.51
Agly00 n¢ 1 0.7 8孤
l.47m
2 1.9 2m,
2.09孤
3 3.94 m
4 1.4 3m,
3.4 5孤
5 l.22m
6 3.5lm
1
.
13 m
2.59m
l.50 m
0.50ddd(4.0,1 2.5,1 2.5)
1.22m
1.39m
I.02 m
1.66 m
1.0 1m
1.50m
1.96 m
4.51m
1.83m
0
.95s
0.60s
3.00 brt(7.0)
1
.
17d(6.9)
3.S2 brt(l l.0)
1.73孤
2.0S 孤
1.75m
3.45brd(1 1.0),
3.52 brd(1 I.0)
0.73d(6.4)
5.09 d(7.8)
4
.02 dd(8.0,8.5)
4.2 1d(8.5)
4.22 m
3.94 m
4.3 1dd(6.0,12.0),
4.4 1m
4.85(7.8)
4.0 3 d(8.0,8.5)
4
.
2 6 d(8.5)
4.25 d(8.5)
3_80 m
4
.
40 d d(6.0,12.0),
4.53 brd(6.5)
8
9
10
ll
12
13
14
1 5
16
17
18
19
20
21
2 2
2 3
2 4
25
2 6
2 7
3･0 -GIc 1
2
3
4
5
6
6･ 0 - GIc 1
2
3
4
5
6
4 6
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Table 3
13
c N M R data fo rco mpo u nd 1 2, 1 4a nd 1 6 in
p yridine･d5
ositio n 12 14 16
Aglycon 1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
ll
12
13
14
15
16
17
1
I
2
2
2
2
2
2
2
8
9
0
I
2
3
4
5
6
Gal
GIGA
27
1
2
3
4
5
6
1
2
3
4
5
6
36.4 37.6 37.1
29.5 29. 29.8
77.3 77.6 77.4
34.4 29.4 34.7
44.2 52.1 44.6
28.4 68.3 28.
31.6 42.6 3 1.7
34.4 34.2 35.1
55.3 54.0 54.3
36.1 36A 35.7
37.8 21. 21.2
212.5 40. 40.1
55.2 40.7 40.7
55.7 56.2 56.4
3l.3 32.1 32.3
79.6 81.0 8l.0
54.1 62.9 63.0
15.9 16.5
ll.6 13.4
42.4 41.9
13.8 14.9
109.1 109.1
31.5 3l.7
29.0 29.2
30.3 30.5
66.8 66.8
17.2 17.2
102.3 102.2
73.0 73.1
75.4 75.5
16.5
12.2
41.9
14.9
109.1
32.0
I29.2
30.5
66.8
17.2
102.3
73.0
75.4
80.0 79.9 80.
75.2 75. 75.3
60.5 60.4 60.6
104.6 104.7 10 4.7
80.7 80.7 80.7
88.0 88.1 88.1
70.4 70.5 70.5
77.1 77.4 7.1
62.8 62.9 62.8
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Table 3(co ntin u ed)
osition 1 2 14 16
GIG a
GIG C
GIG D
R ba
1 104.0 104.1 104.1
2 75.5 75.5 75.
3 76.3 76.4 7(;.4
4 78.0 77. 77.9
5 77.0 77.1 77.1
6 61.9 61.0
1
2
3
4
5
6
1
2
3
4
5
6
1
2
3
4
5
6
103.8 103.9
74.5 74.6
88.0 88.1
69.2 69.3
77.8 78.0
61.0 62.0
6l.0
loョ.9
74.6
88.I
69.4
77.9
62.0
105. 105.6 105.5
75.5 75. 75.5
78.0 77.9 77.9
71.3 71.4 7l.5
78.3 78.4 78.4
62.3 62.4 62.4
102.5 102.5 102.5
72.4 72.5 72.5
72.6 72.6 72.6
73.8 73.9 73.9
70.2 70.3 70.3
18.4 18.4 18.4
4 8
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13
c N M R data fo r c o mpo und1 3a nd15in pyridin e- d5
o sitio n 13
1■■{ ■ ■ ■■ ■H ■ ■ ■ ■■ ■ ■ l■■ ■ ■ 叫 ■ ■
1 37.3
2 29.7
3 76.8
4 28.3
5 50.7
6 79.8
7 4l.3
8 33.7
9 53.6
10 36.5
11 2l.0
12 40.2
13 4 1.1
14 5 6.1
15 3 1.8
16 8l.3
17 62 3
18 16.6
19 13.I
20 35.6
21 14.5
22 111.5
23 67.3
24 38.6
25 3 1.6
26 65.8
27 16.7
15
37.3
29.7
77.0
28.4
50.7
79.7
41.3
33.8
53.6
36.5
2l.0
39.8
40.5
56.2
31.8
$0.8
62.9
16.4
13.2
4l.8
14.8
108.9
31.6
29.1
30.4
66.6
17.2
10l.5 101.6
75.5 75.
78.3 78.3
7l.7 71.7
77.8 77.8
62.5 62.5
106.1 106.2
75.3 75.3
78.4 78.5
7l.5 7l.6
77.9 77.9
63.3 62.8
1
2
3
4
5
6
I
2
3
4
5
6
Aglyc o a
3- 0 - GIG
6- 0 - GIG
Table 4
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第 三 節 小 括
本 章 で は , H eLa 細 胞 に 対 す る 細胞 毒性試 験 に お け る ス ク リ ー ニ ン
グ に お い て 顕 著な 活 性 を示 し た Aga v efo u r c r oyde sを 試 料 と し て 選 抜
し , 細 胞 毒性 を 指標 に 活 性 化合 物 の 単離 一を 試 み た . そ の 結果 , 化 合
物 1 2- 1 6を 単離 し , そ の 構造 を , Fu r c r e a st tin(1 2), 23 S,2 5 R,5α - spir o
sta n e-3P,6α ,2 3P-trio13,6- d ♭o- glu cop yra n o side(13), C hlo r oge nin 3 - O -
[α 心 rha m n op yr a n o syト(1- 4)-β- D - glu c op yrano syl- (1 - 3)-(β- D - glu c o
p yr a n o syト(1 - 3)-β- D - glu c op yr a no syl-(1 - 2) トβ- D -glu c opyr a n o syl
-(1 - 4)-β- D - gala ctop yr a n o side](1 4), chlo r oge nin 3,6, - di- 0 -β- D - glu c o
p yr a n o side(1 5)及 び Tigoge nin 3 - 0 -[a - L - rha mn op yr a n o syl-(1 - 4)-β- D -
glu c op yr a n o syト(1 - 3)-〈β- D - glu c op yr a n osyト(1 - 3)-β- D - glu c op yr a n o syl
-(1 - 2) トβ- D - glu c op yr a n o syト(1 - 4)-β- D - gala ctop yr a n o side] (1 石)と 決 定
し た . な お , 14 は 新規 化合 物 で あ っ た .
5 0
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第 三 章 cala m us in signis の 成 分 研 究
cala m us in signis は ヤ シ 科 の 植 物 で あ り , タ イ_, イ ン ド ネ
シ ア な ど の 東 南 ア ジ ア に 分 布 す る 繊 維 植 物 で あ る . タ イ に お
い て は 腎 臓 結 石 の 治 療 に 用 い ら れ て い る . こ れ ま で に
cala m u s 属 の 成 分 研 究 に 関 し て の 報 告 は 少 な く , ま た Cala m us
in sigf2 L
'
s よ り 作 製 し た M eOH エ キ ス は , H eL a 細 胞 に 対 し て 顕
著 な 細 胞 毒 性 を 有 す る こ と が 判 明 し , 詳 細 な 成 分 研 究 に 興 味
が 持 た れ た . そ こ で 本 章 で は , CaLa m us insL
-
gnis を 試 料 と し て
選 択 し , H eL a 細 胞 に 対 す る 細 胞 毒 性 を 指 標 と し た 活 性 成 分
の 単 離 を 試 み た .
Fig. 1 Photogr aph of Cala m u sin signis (小 谷 野 喬 博 士 提 供)
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第 一 節 cala m u sinsignis か ら の 化 合 物 の 単離
cala m u sin signis の 茎 部 3 15g を M eOH で 抽 出 し 抽 出 物 62 g
を 得 た . 得 ら れ た M eO H抽 出 物 の 細 胞 毒 性 に つ い て 検 討 を 行
っ た と こ ろ , HeLa 細 胞 に 対 す る 顕 著 な 細 胞 寿 性 が 観 察 さ れ た .
次 に 抽 出 物 に つ い て - キ サ ン , 酢 酸 エ チ ル , ブ タ ノ ー ル を 用
い 溶 媒 分 配 を 行 い , - キ サ ン 可 溶 部(1.2 g), 酢 酸 エ チ ル 可 溶
部(2.8 g),ブ タ ノ ー ル 可 溶 部(19.1 g), 水 可 溶 部 (3 5.5 g) を そ
れ ぞ れ 得 た . 得 ら れ た 各 可 溶 部 の 細 胞 毒 性 に つ い て 検 討 を 行
っ た と こ ろ , 酢 酸 エ チ ル 可 溶 部 及 び ブ タ ノ ー ル 可 溶 部 に 細 胞
毒 性 が 観 察 さ れ た(F ig . 2). そ こ で , よ り 顕 著 な 細 胞 毒 性 を 示
し た Bu OH 可 溶 部 を 次 の 分 画 の 対 象 と し た . ブ タ ノ ー ル 可 溶
部 を メ タ ノ ー ル ー 水 系 グ ラ ジ ェ ン ト 溶 媒 を 用 い た OD S カ ラ ム
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 負 荷 し Fr. 1A - 1 Jを
r
得 た . 得 ら れ た 画 分
の う ち Fr. 1G, 1 H 及 び 1Ⅰ に 顕 著 な 細 胞 毒 性 が , Fr. 1 A,1C, 1 E
及 び 1 F に 中 程 度 の 細 胞 毒 性 が 認 め ら れ た(Fig.3). T L C分 析
の 結 果(Fig . 4)も 考 え あ わ せ , Fr.1C , 1 0及 び 1 H を 次 の 分 画 の
対 象 と し た . そ こ で ま ず , Fr. 1 H 194.8 mg の う ち 3 6. 2 m g に
つ い て メ タ ノ t - ル ー 水 系 溶 媒 を 用 い た ODS カ ラ ム ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー を 行 い 化 合 物 1 7及 び 化 合 物 1 Sを 単 離 し た . ま た ,
こ の 分 画 に よ り 得 ら れ た 低 極 性 画 分 に つ い て , メ タ ノ ー ル ー
水 系 溶 媒 を 用 い た oDS - H P LC に よ る 精 製 を 行 い 化 合 物 19 を
単 離 し た . Fr. 1 Cに つ い て は , 得 ら れ た l. 09 g の う ち 3 7. 4 m g
に つ い て ア セ ト ニ ト リ ル - 水 系 溶 媒 を 用 い た oDS - H P LC に よ
る 精 製 を 行 い , 化 合 物 20 を 単 離 し た . Fr. 1G に つ い て は , メ
タ ノ ー ル ー 水 系 溶 媒 を 用 い た ODS - H P LC に よ る 精 製 よ り 化 合
物 ヱ1 を 単 離 し た .
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第 二 節 単離 し た 化合 物 の 構 造 解 析
(1) 化 合 物 1 8の 構 造 解 析
1 Sは , 非 晶 質 の 白 色 固 体 と し て 得 ら れ , 旋 光 度 は【｡]
2
,
4
- 7 3･1o
(Pyridine, c l .0)で あ っ た . FA B MS ス ペ ク ト ル に お い て m/I
1215([M ＋Na]
＋
)が 観 察 さ れ , H RFABM S(m/I 12 1 5.5 760[M ＋N a]
＋
,
A - 1.4 m m u)よ り そ の 分 子 式 が c5 7H9 202 6で あ る こ と が 判 明 し
た . IR ス ペ ク ト ル は ヒ ド ロ キ シ 基 に 基 づ く 吸 収(3 4 2 0
c m
” 1
),c - o に 基 づ く 吸 収(1 070 c m
‾ 1
)を 示 し た .
1H NM R ス ペ ク
ト ル (Tabl¢ 1, F ig. 7)で は , 高 磁 場 領 域 に ア グ リ コ ン に 由 来 す る
3 級 メ チ ル プ ロ ト ン シ グ ナ ル が 二 本(8 1. 0 3s, 8 0.81 s), 2 級
メ チ ル プ ロ ト ン シ グ ナ ル が 二 本(8 1.1 2 d(J- 7.0 Hz), 8 0. 68 d
(∫ -6.0 Hz))及 び 6- デ オ キ シ 糖 に 由 来 す る メ チ ル プ ロ ト ン シ グ
ナ ル (8 1. 7 5d(J-6 .5), 8 1. 74 d(J- 6.5)) が 二 本 観 察 さ れ , 低 磁
場 領 域 で は , 糖 に 由 来 す る 5 個 の ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ
ナ ル (8 6.19 s , 8 5. 86 s, 8 5.2 5d(J-8. 0 H z), 8 5.0 6 d(J- 7. 5
H z), 8 4 . 9 2d(J- 7.5 Hz)) 及 び メ チ ン プ ロ ト ン シ グ ナ ル (8
5 . 2 7brd(∫- 4. 2 Hz))が 観 察 さ れ た .
1 3
c NM R ス ペ ク ト ル (Table
2
,
Fig. 7)に お い て は , ア グ リ コ ン 部 に 由 来 す る 4 個 の メ チ ル
炭 素 シ グ ナ ル , 6 - デ オ キ シ 糖 に 由 来 す る 1 個 の メ チ ル 炭 素 シ
グ ナ ル , 糖 に 由 来 す る 5 個 の ア ノ メ リ ッ ク 炭 素 シ グ ナ ル が 観
測 さ れ た . 以 上 の ス ペ ク ト ル デ ー タ よ り 1 8は , 5 個 の 糖 を 有
す る ス テ ロ イ ド サ ポ ニ ン と 推 定 さ れ た . こ れ ら ,
1H 及 び
13c
N MR に お け る 各 シ グ ナ ル を 帰 属 す る た め , 8 0 M Hz N M R装
置 を 用 い D E P T, 1H - 1H C OSY, T O C SY, H MqC 及 び H M B Cス ペ
ク ト ル を 測 定 し , 得 ら れ た ス ペ ク ト ル デ ー タ の 詳 細 な 解 析 を
55
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行 っ た . ま ず , ア グ リ コ
■
ン 部 は 1 3c N M Rス ペ ク ト ル に お い て
化 合 物 1 2- 16 では 観 察 さ れ な か っ た 4 級 炭 素 シ グ ナ ル 8 140･7,
メ チ ン 炭 素 シ グ ナ ル 8 1 2 1. 7 が 新 た に 観 察 さ れ た こ と か ら 分
子 内 に 二 重 結 合 の 存 在 が 示 唆 さ れ , HM BC ス ペ ク ト ル に お い
て H - 4, H - 7 及 び H - 19 か ら8 140.7 の 炭 素 シ グ ナ ル へ の 相 関 ,
H _ 7 及 び H _ 8 か
′
ら8 1 2 1.7 - の 相 関 が 観 察 さ れ た ･ こ れ ら の 結
果 と 1H 及 び 13c の ケ ミ カ ル シ フ ト の 結 果 よ り ア グ リ コ ン が
dio sge nin で あ る こ と が 判 明 し た ･ 糖 部 に 関 し て は 酸 加 水 分 解
に よ る 糖 画 分 の H P LC 分 析 ,
1
H ,
1 3c N M Rス ペ ク ト ル , IN E P T
に お け る ケ ミ カ ル シ フ ト と ア ノ マ
一 部 の 結 合 定 数 よ り 構 成 糖
がβ- D - G lu c o se 3 分 子 , α - L - Rha m n o s e2 分 子 で あ る こ と が 判 明
し た . 次 に 糖 鎖 配 列 及 び ア グ リ コ ン - の 結 合 位 置 を 明 ら か に
す る た め , 各 種 二 次 元 N M R(
lH - 1H COS Y, T OC SY , H MqC 及 び
H M B C)を 測 定 し た ･ そ し て , ア グ リ コ ン 及 び 糖 部 分 に 由 来 す
る 1H 及 び 1 3c N M Rシ グ ナ ル を 先 金 帰 属 し , 更 に H M BC ス ペ
ク ト ル に お い て D - glu c os e A の ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ ナ
ル (8 4.92
- の 相 関 ,
(8 5. 06)
- の 相 関 ,
(8 5 . 8 6)
) か ら dio sge nin の 3 位 の 炭 素 シ グ ナ ル (8 7 7･8)
D - glu c o s eB の ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ ナ ル
か ら D - glu c o s eA の 4位 の 炭 素 シ グ ナ ル (8 81･写)
L _ rha m n . s eA の ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ ナ ル
か ら D - glu c o s eB の 4位 の 炭 素 シ グ ナ ル (8 7 6･ 7)
- の 相 関 , D - glu c o s eC の ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ ナ ル
(8 5 .2 5) か ら L - rha m n o s eA の 4 位 の 炭 素 シ グ ナ ル (8 85･ 0)
へ の 相 関 及 び L - rha m n o s eB の ア ) メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ ナ ル
(8 6.19) か ら D - glu c os e A の 2位 の 炭 素 シ グ ナ ル (8 7 7･ 1)
ヘ の 相 関 が 観 測 さ れ , 糖 鎖 配 列 及 び ア グ リ コ ン - の 結 合 位 置
を 決 定 し た . 従 っ て 1 8 の構 造 は Dio sge nin 3 - 0 -[β-1D - glu c o
p yr a n o syl-(1 - 4)- α - L - rha m n opyr ano syl-(1 → 4)-β- D
- glu c op yr a n o
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syト(l → 4)-(α - L - rha m n opyr a n o syl-(1 → 2))-β- D - glu c op yr a n o
si de】で あ る こ と が 判 明 し た . な お ,
で あ っ た .
β-D -GIc B β- D- G[c A
O H OH
こ の 化 合 物 は 新 規 化 合 物
㌔
り 0
㌔
H
白 良
β- D -GIGC
H
H
OH
a
O H
α - レRhaA
桝¢
4oH
OH
0
4
HO
0
.
-i3
OH
α -L- R ha B
a
も､.
Fig. 6 Str u ctu re of c ompo u nd l S
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(2) 化 合 物 1 7 の構 造 解析
1 7 は , 非 晶 質 の 白 色 固 体 と し て 得 ら れ , 旋 光 度 は【α]
2
,
2
- 80.3 o (Pyridin e, c 0.82)で あ っ た . FAB MS ス ペ ク ト ル に お い
て m/z l O53([M ＋N a]
＋
)が 観 察 さ れ 分 子 量 が 10 30 であ る こ と が
判 明 し た . こ れ は , 1 Sよ り 分 子 量 が 1 62(C6H1 005)小 さ く 更 に
1S で観 測 さ れ た ア グ リ コ ン 3 位 に 結 合 し た 糖 鎖 上 の 末 端
glu eo se の シ グ ナ ル が 観 察 さ れ ず , こ れ 以 外 め N M Rス ペ ク ト
ル デ ー タ が よ く 類 似 し て い た こ と か ら , 1 7 は dio sge nin を ア
グ リ コ ン に 持 ち , ア グ リ コ ン 3 位 に ･1 S の糖 鎖 の 末 端 glu c os e
(glu cos e C)が 欠 け た 糖 鎖 が 結 合 し た 構 造 と 推 定 さ れ た ･ こ の
構 造 は , T OC SY, 1H -
1
H C O SY
,
H MQC 及 び HM BC ス ペ ク ト ル
の 解 析 結 果 に よ っ て 支 持 さ れ , 1 7は , C a u sia r o side I で あ る こ
と が 判 明 し た . こ の 化 合 物 は Idaka ら
3 6)に よ っ て Fig.9 に 示
す フ ロ ス タ ン 型 サ ポ ニ ン の 酵 素 加 水 分 解 物 と し て 報 告 さ れ て
い る が 天 然 型 で の 単 離 ,報 告 は 初 め て で あ る .
㌔
H
H 0
P (//
β- D -G)cB β- D-GIGA
O H H
H
ヽゝ
H
H
α - レ Rha A
M o
H O
H O
O H
H O
O H
O -
H O
HO
”
m H
α - トRhaa
F ig･ 8 Str uctu r e ofc ompou nd 1 7
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(3) 化 合 物 19 の 構 造 解 析
1 9は , 非 晶 質 の 白色 固 体 と し て 得 ら れ , 旋 光 度 は[α】
2
,
3
- 8 0･ 4 o
(pyridin e, c l. 4 5)で あ っ た ･ F A B M Sス ペ ク ト ル に お い て m/I
1 2 3 3([M ＋N a]
＋
)が 観 察 さ れ , 分 子 量 が 1 2 10 で あ る こ と が 判 明
し , さ ら に HR F A B M S(m/z 1 23 3. 5 8 3 3[M 十N a]
＋
,
A - 4. 8 m mu)よ
り そ の 分 子 式 が c5 7H9 202 6で あ る こ と が 判 明 し た . こ れ は ,
17 と 同 じ 分 子 式 で あ る こ と か ら , 1 少は 1 7と 同 じ 分 子 量 を 持
つ ア グ リ コ ン 及 び 構 成 等 を も つ ス テ ロ イ ド サ ポ ニ ン と 推 定 さ
れ た . 1 3c N M Rス ペ ク ト ル (Table 2, F ig. l l)に お い て ,
∂ 6 0.8 - 81 0 5.0 に 観 察 さ れ る 糖 炭 素 シ グ ナ ル は 1 7で 観 察 さ れ
た 糖 由 来 の シ グ ナ ル と 一 致 し た こ と か ら , 共 通 の 糖 鎖 を も つ
と 推 定 さ れ た . し か し , ア グ リ コ ン 部 の シ グ ナ ル は 1 7 のア グ
リ コ ン で あ る dio sge nin の A 環 か ら E 環 ま で の シ グ ナ ル と 類
似 し て い た も の の , F 環 の シ グ ナ ル に 違 い が 観 察 さ れ た . 1H
60
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N M Rス ペ ク ト ル(Table l, Fig. l l)に お い て も 2 7位 の メ チ ル プ
ロ ト ン シ グ ナ ル (8 1.0 6)が dio sge nin の 場 合 と 比 べ 低 磁 場 側 -
シ フ ト し て い る こ と が 観 察 さ れ た こ と か ら , 1 9の ア グ リ コ ン
は F 環 の 2 5位 の 絶 対 立 体 配 置 が dio sge nin と 異 な っ て い る と
推 定 さ れ た . - 般 に , ス ピ ロ ス タ ン 型 の ス テ ロ イ ド サ ボ ゲ ニ
ン に お い て 絶 対 配 置 が 2 5R で あ る 場 合 の メ チ ル 基 の 炭 素 シ グ
ナ ル は 17.1d=0. 1 p pm を 示 し , そ の エ ビ マ - で あ る 2 5 Sの 場 合
で は 16.2土0. 2
と 比 較 す る と
た こ と か ら ,
diosge nin n の
こ の こ と は ,
p pm を
･ 示 す こ と が 報 告 さ れ て い る 3 7). 報 普 例
2 7位 の メ チ ル 炭 素 シ グ ナ ル は 1 6.3 p pm を 示 し
ア グ リ コ ン は 絶 対 立 体 配 置 が 2 5 Rで あ る
2 5位 エ ビ マ - で あ る ya m oge nin と 考 え ら れ た .
F 環 の プ ロ ト ン 及 び 炭 素 シ グ ナ ル を 二 次 元 N M R
の 解 析 に よ り 帰 属 し 確 定 し た . ま た , 糖 部 の 配 列 は H M BC ス
ペ ク ト ル に お い て , D - glu c o s eB の ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ
ナ ル (8 5.06) か ら D ･ glu c o s eA の 4位 の 炭 素 シ グ ナ ル(8 8 1･ 7)
- の 相 関 , レ rha m n o s eA の ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ ナ ル
(8 5 .87) か ら D - glu c o s eB の 4位 の 炭 素 シ グ ナ ル (8 77･ 6)
へ の 相 関 及 び L - rha m n o s eB の ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ ナ ル
(8 6. 2O) か ら D - glu c o se A の 2位 の 炭 素 シ グ ナ ル (8 7 7･1)
へ の 相 関 が 観 測 さ れ た こ と か ら , 推 定 ど お り 1 7と 典 通 の 糖 鎖
を も つ こ と が 明 ら か と な っ た . さ ら に , D - glu c o s eA の ア ノ メ
リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ ナ ル (d4 .9 3)か ら ya m oge nin の 3 位 の 炭 素
シ グ ナ ル (8 78. 1) - の 相 関 が 観 察 さ れ た こ と か ら 19 は
ya m oge nin 3 - 0 -[α -I, - rha m n op yr a n o syl-(1 → 4)-β- D - glu c op yr a n o
syl-(1 - 4)-(α - レ rha m n opyr a n o syト(1 → 2)トβ- D - glu c op yr a n o
si de]と 決 定 し た ･ こ の 化 合 物 は 新 規 化 合 物 で あ っ た ･ な お ･
構 成 糖 の 絶 対 立 体 配 置 は , 1 9の 酸 加 水 分 解 に よ っ て 得 ら れ た
糖 画 分 の HPLC 分 析 に よ り 決 定 し た .
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(4) 化 合 物 20 の構 温 解析
Z Oは , 非 晶 質 の 白 色 固 体 と し て 得 ら れ , 旋 光 度 は[α】
2
,
4
- 1 5 0. 5o (Pyridine , c l. 5 7)で あ っ た ･ F A B M Sス ペ ク ト ル に お い
て m/z 1 2 3 3([M ＋ N a]
＋
) が 観 察 さ れ 分 子 量 が 121 0 であ る こ と
が 判 明 し , HRF A B M S(m/z 1 2 3 3. 583 3[M ＋N a]
＋
,
A - 4 .8 m m u)よ り
そ の 分 子 式 が C5 7H9 202 6で あ る こ と が 判 明 し た .
1
H N M Rス ペ
ク ト ル (Table t, F ig. 1 5)で は , 高 磁 場 領 域 に ア グ リ コ ン に 由 来
す る 3 級 メ チ ル プ ロ ト ン シ グ ナ ル が ニ 本(8 1. 0 4s, 8 0. 88 s), ヨ
級 メ チ ル プ ロ ト ン シ グ ナ ル が 二 本(8 1. 3 2 d(J- 7 . 0 Hz), 8 0 .97
d(J- 6. 0 Hz))及 び 6 - デ オ キ シ 糖 に 由 来 す る メ チ ル プ ロ ト ン シ
グ ナ ル (8 1 .75 d(J -6.5)), 8 1.74 d(J-6. 5) が 二 本 観 察 さ れ た ,
ま た , 8 3 . 7 - 6. 2 に 糖 由 来 の シ グ ナ ル が 観 測 さ れ た . 特 に 8
5 . 0 - 6 . 2 で は , 糖 に 由 来 す る 17 と 共 通 の
プ ロ ト ン シ グ ナ ル (8 6. 2 0s , 8 5.8 7s , 8
び 8 4.93 d(J- 7. 8 Hz)) が 観 察 さ れ る と と
ノ マ - プ ロ ト ン (8 4. 8 0)が 観 奏 さ れ た .
4 個 の ア ノ メ リ ッ ク
5. 06 d(J- 7. 8 Hz) 及
も に 新 た に 1 個 の ア
1 3
c N M R ス ペ ク ト ル
(Table 2, Fig. 1 5)に お い て も , 17 と 類 似 し た ア グ リ コ ン の A - E
環 の シ グ ナ ル 及 び 共 通 の 糖 部 シ グ ナ ル が 観 測 さ れ る と と も に ,
新 た な 6 個 の 糖 炭 素 シ グ ナ ル(8 104 . 9, 7 8.5, 78. 4, 7 5. 2, 71 . 6,
62 . 8)が 観 察 さ れ た . 更 に T L C分 析 に お い て エ ー ル リ ッ ヒ 試 薬
に 陽 性(F ig. 13)で あ っ た こ と か ら , 2 0 の構 造 は 1 7と 共 通 の 糖
鎖 を 有 し , さ ら に ア グ リ コ ン の 3 位 及 び 26 位 に 糖 が 結 合 し た
フ ロ ス タ ン 型 の ス テ ロ イ ド サ ボ 土 ン と 推 定 さ れ た . こ の 構 造
は , T O CSY,
1H - 1H COS Y, H M qC ス ペ ク ト ル デ ー タ 及 び H M BC
ス ペ ク ト ル に お け る D - glu c o s eB の ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ
グ ナ ル (8 5. 0 6) か ら D - glu c o s eA の 4位 の 炭 素 シ グ ナ ル
(8 81.7) - の 相 関 , L - rha m n o s eA の ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ
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グ ナ ル (8 5 .87) か ら D - glu c o s eB の 4位 の 炭 素 シ グ ナ ル
(8 7 7.5) - の 相 関 , L - rha m n o s eB の ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ
グ ナ ル (8 6. 20) か ら D - glⅦc o s eA の 2 位 の 炭 素 シ グ ナ ル
(8 7 7.I) - の 相 関 , D - glu c o s eA の ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ
グ ナ ル (8 4.9 3) か ら ア グ リ コ ン の 3 位 の 炭 素 シ グ ナ ル
(8 78.1) - の 相 関 及 び 新 た に 観 測 さ れ た グ ル コ ー ス の ア ノ
メ リ ッ ク プ ロ ト ン シ グ ナ ル (8 4 .80) か ら ア グ リ コ ン の 26 位
の 炭 素 シ グ ナ ル (8 7 5. 1) - の 相 関 が 観 測 さ れ た こ と よ り 支
持 さ れ た . 従 っ て 2 0は , 2 6- 0 -β- D - glll C OP yr a n O Syl(2 5R)-
fu r o st- 5 - e n e- 3P, 2 2α , 26 -trio13' O -【α - L - rha m n opyr a n o syl-(1 →
4)-β- D - glu c opyr a n o sy ト(1 → 4)-(α - レ rha m n opyr a n o syl-(1 →
2))-ド- D - glu c opyr a n o side]と 決 定 し た ･ こ の 化 合 物 は 新 規 化 令
物 で あ っ た . な お , 構 成糖 の 絶 対 立 体 配 置 は , 2 0 の 酸 加 永 分
解 に よ っ て 得 ら れ た 糖 画 分 の HP L C分 析 に よ り 決 定 し た ･ ま
た , 22 位･の ヒ ド ロ キ シ 基 の 絶 対 立 体 配 置 は , RO E SY 分 析 に お
い て 2 0位 の プ ロ ト ン と 2 3位 の プ ロ ト ン の R O E相 関 が 観 察 さ
れ た こ と(Fig.14)よ り α 配 置 と 決 定 し た ･ 2 2位 の ヒ ド ロ キ シ 基
の 絶 対 立 体 配 置 に つ い て は , 重 メ タ ノ ー ル 中 に お け る 2 2位 の
炭 素 の ケ ミ カ ル シ フ ト が ヒ ド ロ キ シ 基 の 絶対 立 体 配 置 の 違 い
で 異 な る と い う 報 告(2 2- α - OH: 1 12 .O p pm , 2 2-β- OH : 11 5･5
p pm)
3 8)が あ り , こ の 文 献 健 か ら も 判 別 が 可 能 と 考 え ら れ た ･
2 0で は , 重 メ タ ノ ー ル 中 に お い て 2 2位 の 炭 素 シ グ ナ ル が 8
1 1 2. 0 を 示 し た こ と か ら , 文 献 値 と の 比 較 よ り α 配 置 と 確 認 し ,
こ の 結 果 は ROESY の結 果 と 一 致 し た ･
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1 ･23(8El･99)
↓
1
H-23/H-20
◎ きL H-20(8H2.22)
F ig･1 4 Key R O E S Yspe ctr u m ofC o mpo und20
R O ESY m e a s u r e m e nt c onditio n
9 0
c
puls e :15 ･ S ps, Spin lo ck tim e :2 50 m s, R e)a x atio n delay: 2 s,
Atte n u ato r :1 7, S c a n :12 8, Te m pe r atur e :35℃
T he pha s e- s e n sitiv e ROE S Yspe ctr a w e r e m e a s u r ed by JEOL E C P
60 0spe ctr o m ete r.
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(5) 化 合 物 21 の 構 造 解 析
21 は , 非 晶 質 の 白 色 固 体 と し て 得 ら れ , 旋 光 度 は[α]
2
,
4
- 3 6･9o
(pyridin e, c l.4 5)で あ っ た . F A B M Sス ペ ク ト ル に お い て m/I
1 05 3(【M ＋Na]
＋
)が 観 察 さ れ , H RF A B MS(m/z 1 0 53.5201[M 十N a]
'
,
A - 4.5 m m u)よ り そ の 分 子 式 が C51H8202 1で あ る こ と が 判 明 し
た . こ れ は , 17 と 同 じ 分 子 式 で あ る こ と か ら , 21 は 1 7と 同
じ 分 子 盈 を 持 つ ア グ リ コ ン 及 び 構 成 糖 を も つ ス テ ロ イ ド サ ポ
ニ ン と 推 定 さ れ た . 1 3c N M Rス ペ ク ト ル(Fig. 1 9, Table 2)に､お
い て , 8 6 0. 5 - 1 05 .0 に 観 察 さ れ る 糖 炭 素 シ グ ナ ル は 1 7で 観 察
さ れ た 糖 由 来 の シ グ ナ ル と 一 致 し た こ と か ら , 共 通 の 糖 鎖 を
有 す る 化 合 物 と 推 定 さ れ た . し か し , ア グ リ コ ン 部 の シ グ ナ
ル は , 17 の ア グ リ コ ン で あ る dio sge nin の A 環 か ら D 環 ま で
の シ グ ナ ル と 類 似 し て い た も の の , 2 0位 か ら 27 位 の シ グ ナ
ル に 遠 い が 観 察 さ れ た . 1H N M R ス ペ ク ト ル(F ig. 1 9, Tab lel)
に お い て も , 1 6位 の プ ロ ト ン シ グ ナ ル(8 4 . 29)及 び 2 1位 の メ
チ ル プ ロ ト ン シ グ ナ ル (8 0.9 9)が 1 7 のア グ リ コ ン
(dio sge nin)16 位 (8 4･5 0) 及 び 2 1位(8 1･ 1 2)と 比 較 し 高 磁 場 側
へ の シ フ ト , ま た 2 0位 の プ ロ ト ン シ グ ナ ル(8 2･3 1)が
dio sge nin の 2 0位 (8 1･9 4) と 比 較 し 低 磁 場 側
へ の シ フ ト が 観
測 さ れ た . こ れ は , 22 位 に 結 合 す る 酸 素 原 子 がβ配 置 す な わ
ち 2 2位 の 絶 対 立 体 配 置 が 2 2S によ る ケ ミ カ ル シ フ ト 値 の 変 化
と 考 え ら れ た . そ こ で , 22 位 の 絶 対 立 体 配 置 を 決 定 す る た め
R OESY 分 析 を 行 っ た . そ の 結 果 , D - F 環 で は Fig･ 1 7に 示 す
R OF 相 関 が 観 測 さ れ た ･ 特 に 16 位 の プ ロ ト ン と 2 3α 位 プ
ロ ト
ン に 相 関 が 観 測 さ れ た こ と か ら , 21 の ア グ リ コ ン は 2 2位 の
絶 対 立 体 配 置 が 2 2 Sで あ る こ と が 判 明 し た ･ ま た , 2 7位 の メ
チ ル 基 の 配 置 は R OE S Y測 定 に お い て 2 7位 の メ チ ル プ ロ ト ン
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シ グ ナ ル と 2 4位(8 1. 5 0), 25 位(8 1. 61), 26 位(8 3. 6 7)の プ ロ
ト ン シ グ ナ ル と の R O E相 関 が 観 察 さ れ た こ と 及 び 文 献 値 3 9)
と の 比 較 よ り α 配 置 と 判 明 し た . 糖 鎖 構 造 及 び ア グ リ_ コ ン と 糖
の 結 合 位 置 は $0 0 M EzN M R装 置 を 用 い た 二 次 元 N M R(T O C S Y,
l
H -
1
H C O SY, E MQC 及 び H M B C) ス ペ ク ト ル の 解 析 よ り , 1 7
及 び 19 と 同 じ 糖 鎖 配 列 を も つ 糖 鉄 ユ ニ ッ ト が ア グ リ コ ン の 3
位 に 結 合 し て い る こ と が 判 明 し た . 従 っ て , 2 1 は 2 2- Epiya mo
genin 3 ･ 0 -[α - IJ - rha m nop yr a n o syl-(1 ー 4)-P- D - glu c op yran o syl-(I
- 4)-(α - L - rha m nop yra占o syl-(1 - 2))-β- D - glu c opyran o side]と 決
定 し た . な お , こ の 化 合 物 は 新 規 化 合 物 で あ っ た .
21/
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Table 1
lH N M R data fo r c o mpo u nd 17- 2 1in pyridin e- d5
17 18 19 20 21
2
3
4
5
6
7
$
9
10
ll
12
13
14
15
16
17
1&
19
20
21
22
23
24
25
26
27
0.96 m
1
.73m
1.85rn
2
.
07 m
3.86 m
2.73rrl
5.27 brd(6.0)
I.42m
1.83m
I.53m
0
.
87m
1.4lm
I.071Ⅶ
1.64m
I.02m
I.48rn
0.98m
1.7 3m
I,85 m
2.07孤
3.86m
2.73m
5,27brd(6.0)
1.4lm
1.87m
1.5 5m
0.87m
0.96rn
1.72m
I.83 m
2.07 孤
3.86m
2.73m
5.27brd(6.0)
I.40 m
1
,
84m
I.51m
0.88m
I.斗om 1.41m
I.05m I.07 m
1.64m 1.66m
l
.
02m 1.39m
1
.
ヰ8m I.5lm
2.02dd(6.0,7.0,13.0)2,02ddd(6.0,7.0,13.0)2･00dad(6･0,7･0,13･0)
A.50q
･lik¢(7.5)
1.76m
0.80s
I
.
03s
1
.
89m
1
.
13d(6.6)
1.40 m
l
.
88m
1.34 m
2
.
13 m
I,57 孤
3
.
34brd(ll.0)
4.04孤
I
.
0 6d(6.6)
4.54q-like(7.5)
1.76rn
0
.
81s
1.03$
I.94 dq(7.0,7.5)
I.1 2 d(7.0)
1.63m
1.66m
I.52m
I,54m
3.49 brd(12.0)
3.57dd
0.6i d(6.5)
4.54q-Ike(7.5)
I.79m
0.$1s
1.03～
1
.
9 4dq(7.0,7.2)
1.12d(7.0)
1
.
63m
1
.
6i m
1.56m
1.55m
3.49 brd(12.0)
3.57 dd
0.68d(6,01
0.94m
I.72m
1.85 m
2.07 m
3.84m
2.72孤
5.26 brd(3.6)
1.49m
1.8 4m
I.55m
0
.
89m
1
.
43 m
1,06m
1
.
72m
0.96 m
I.7 1m
1.84m
2.07 m
3 .$7 m
2.7 3m
5.26 brd(5.5)
1.44m
1.85 m
0.基8dad(4.6,ll.6,1l,6)
I.21 m
1.48m
1.06r n
1.65 m
1.07 m 0.9 5m
I.43帆 I.4ヰm
2
.
00ddd(6.0,7.0,13.0)2.0 0 ddd(6･0,7･0, 13.0)
4
.
96m 4.29q-like(7.5)
1.91 m 1.56 m
0
.
8 8s 0.9 4s
1.04$ 1.01s
2.22dq(占.5,7.3) 2.31dq(7･0,7･3)
0.99 a(7.2)
1.6 6m
1.4lm
1.5 0m
1.6lm
3 .67m
0.6 7d (6,51
1
.
32 d(6.5)
1
.
99m
1.67 m
2.04m
I.92 m
3.61dd(6.0, 10.0)
3.93 孤
0
.97d (6.61
75
第三草 cala m usin signis の成分研究
Table 1(c o ntin u ed)
17 1 8 19 20 2 1
GIG A
G k
Gk:
R 血a
R ba
a
C
A
a
I
2
3
4
5
6
1
2
3
4
5
6
I
2
3
4
5
6
I
2
3
4
5
6
1
2
3
4
5
6
26･ 0 ･ G k 1
2
3
4
5
6
4
.93d(7.8)
4.19m
4.12m
4.18m
3.$Om
4.07もrd(1 2.0)
4.20孤
5.06 d(7.8)
3.98 brt(7.8)
4.13m
4
.
46 m
3.73孤
4.43 brd(l l.5)
4.50帆
5.87s
4.65 br s
4.51 brd(9.5)
4.3 4t(9.5)
4
.92d(7.5)
4.1 8m
4.1 2m
4.1 4m
3.78m
4.03 bra(12.0)
4.1 7m
5.06 d(7.5)
3.96 brt(8.0)
4.93 d(8.0)
4.2 0孤
4.14m
4.1 6m
3.$ Om
4.0 4孤
4.1 7m
5.0 6 d(8.5)
3.9 8 b∫t(7.8)
4.1 5m 4.1 4m
4
.
49 m 4.45 孤
3.70m 3.7 3孤
4.42m 4.43 m
4.48m 4.4 9m
5.2 5 d(A.0)
4.l am
4
.
2St(9.1)
4.2 1t(9.1)
3
.80m
4.3 5 d d(5.0,12.8)
4.4 2m
5.$ 6s 5.87ら
4
.64br s 4.6 6 br s
4.6 7 d d(2.7, 9.4)4.51m
4.4 5t(9.5) 4.34t(9.5)
5.0 0 dq(6.0, 9.5)5.0 4 dq(6.0, 9.5)4.99m
1.71 d(6.0) 1.74 d(6.4) 1.71d(6.0)
6.2 0s 6.1 9s 6.20s
4
.71br s 4.7 0 br s 4.72 br s
4.92d(7,8)
4.1 9m
4.1 2m
4.15m
3.80m
4.06m
4.17m
5.06d(7,8)
3.9i brt(7,8)
4.13孤
4 A 5m
3.73孤
4
.
42m
4.50孤
5.87s
4
.65 ねrs
4.50m
4.3 3 t(9.0)
4.9 Sm
1.7 0 d(6.0)
6.19$
4.7 2 br s
4.5 8 dd(3.0,9.0)4.5 7 d d(2.7, 9.4)4.56 dd(3.0,9.0)4.57 m
4
.34t(9.0) 4.33t(9.5) 4.34t(9.0)
4.9 3m 4.93m 4.94m
l･7 5 d(6･0) 1･7 5 d(6.4) 1.76 d(6.0)
4.3 3I(9.0)
4.9 2m
1.7 5 d(6.0)
4.8 0 d(7.8)
4.0 6m
4
.2 3m
3.9 6m
3.9 4m
4 3 8 dd(6.0,12.6)
4.57∩
4.93 d(7.8)
4.1 9m
4
.
13 m
4.1 6m
3.$O m
4.07 bra(1 2.0)
4.I sm
5.06 d(7.8)
3.98 brt(7.8)
4.1 3m
4.46m
3.7lm
4.43 b√d(l l.5)
4.50m .
5.8 7s
4.65 brs
4
.51brd(9.5)
4.34 t(9.5)
4
.9 9 dq(6.0,9.5)
I.7 1 d(6.0)
6.2 0s
4.71brs
4
.5 8 dd(3.0, 9.0)
4.34 I(9.0)
4
.93孤
1.7 5 d(6.0)
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Table 2 1 3c N MR data fo r co mp o u nd 1 7- 2 1in pyridin e- d5
o sition 17 18 19 20 21
1 37.4 37.4
2 30.1 30.1
3 77.6 77.8
4 38.8 38.
5 140.7 140.7
6 121.7 121.7
7 32.2 32.2
8 31.6 31.6
9 50.2 50.2
10 37.0 37.0
11 21.0 21.0
12 39.8 39.8
13 40.4 40.4
14 56.5 56.5
15 32.1 32.1
16 81.0 81.0
17 62.8 62.8
18 16.2 16.2
19 19.3 19.3
20 41.9 41.9
21 15.0 15.0
22 109.2 109.2
23 31.7 31.7
24 29.2 29.2
25 30.5 30.5
26 66.8 6.8
37.4 37.4 37｡4
30.1 30.1 30.
78.1 78.1 78.0
38.8 38.9 38.
140.7 140.7 140.7
121.7 121.8 121.7
32.2 32.4 32.3
31.6 31.6 31.4
50.2 50.3 50.3
37.1 37.0 37.0
21.0 21.0 21.
39.7 39.8 40.2
40.3 40.6 40.9
56.5 56.5 55.7
32.1 32.3 33.2
$1.1 81.0 80.7
62.6 63.8 62.4
16.2 16.4 16.
19.3 19.3 19.3
42.4 40.7 42.0
14.8 16.4 16.
109.7 110.6 110.5
26.3 37.1 28.1
26.1 28.3 28.0
27.5 34.2 30.6
65.0 75.1 69.6
27 17.2 17.2 16.3 17.4 17.2
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Table 2(c o ntin u ed)
1 7 18 19 20 21
GIGA
GIG B
GIGC
R haA
R baB
26- 0 - GIG
1
2
3
4
5
6
1
2
3
4
5
6
1
2
3
4
5
6
1
2
3
4
5
6
1
2
3
4
5
6
1
2
3
4
5
6
99.9 99.9 99.9 99.9 99.9
77.1 77.1 7 .1
76.3 76.3 76.3
81.7 81.8 8l.8
76.1 78.4 76.1
60.8
105.0
75.1
77.6
77.6
77.1
61.6
102.6
72.5
72.7
60.8 60.8
105.0 105.0
75.2 75.1
77.5 77.6
76.7 77.6
77.0 77.1
61.6 61.7
106.7
76.4
71.2
7S.6
76.1
62.5
1 01.8 1 02.6
71.9 72.5
72.4 72.7
73.9 85.0 73.9
70.3 68.4 70.3
18.5 18.3 18.5
101.6 1 01.6 101.6
72.4 72.5 72.4
72.7 72.6 72.7
74.0 74.0 74.0
69.4 69.4 69.4
18.6 18.6 18.6
77.1 77.5
76.3 76.1
81.8 81.8
76.1 7.5
60.8 60.8
105.0 102.6
75.1 72.5
77.6 72.7
77.5 73.9
77.0 70.3
61.7 18.5
102.6 105.0
72.5 75.1
72.7 77.0
73.9 77.1
70.3 76.3
18.5 61.6
101.6 101.6
72.4 72.4
72.7 72.7
74.0 74.0
69.4 69.4
18.6 18.6
104.9
75.2
78.5
71.6
78.4
62.8
7 8
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第 三 節 小 括
本 章 で は , H eL a 細 胞 に 対 す る 細 胞 毒 性 試 験 に お け る ス ク リ
ー ニ ン グ に お い て 顕 著 な 活 性 を 示 し た Cala mu sin signis を 試
料 と し て 選 抜 し , 細 胞 毒 性 を 指 標 に 緒 性 化 合 物 の 単 離 を 試 み
た ･ そ の 結 果 , 化 食 物 1 7- 2 1を 単 離 し , そ の 構 造 を , Ca u sia r o side
I(1 7), D io sge nin 3･ 0 -[β- D - glu c opyr an o syト(1 - 4)- α 心 rha m n o
p yr an o syト(1 → 4トβ- D - gluc opyr a n o syト(1 - 4)-(α 心 rha m n opyr a n
o syl-(1 → 2) トβ- D - glu cop yr a n o side](1S), Ya m oge nin 3- 0 -[α 心
rha m n opyr a n o syト(1 - 4)-β･ D - glu c op yr a n o syト(1 - 4)-(α - L - rha m
n op yr a n o syト(1 → 2) トβ･ D - glu c op yr a n o si de](1 9), 26- 0 -β- I)- glu c o
p yr a n o syl(25R)- fu r o sト5 - e n e･ 3P, 2 2α , 2 6-trio13- 0 -[α - L - rha m n o
p yr a n o syト (1 → 4)-β- D - glu c opyr a n o syl -(1 - 4)-(α - L - rha m n o
p yr a n o syl-(1 → 2) トβ- D - gluc op yr a n o side] (20)及 び 2 2･ Epiya m o
genin 3 - 0 -[α - L - rha m n opyr ano syl-(1 - 4)-β- D - glu c op yr a n o syl-
(1 → 4)-(α - L - rha m n opyr a n o syト(I - 2))-β- D - glu c op yr a n o side]と
決 定 し た . な お , 1 S, 19, 2 0及 び 2 1は 新 規 化 合 物 で あ っ た .
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第 四章 単離 した化 合物 の 細胞毒性
細 胞 周 期 阻 害 性 も し く は 細 胞 毒 性 を 指 標 に Blu m e aglo m e r at ,
Aga vefo urc r oyde s, Cala m u sin signis よ り 単離 し た化 合物 2 1種 の 細 胞
毒性 を 明 らか にする た め活 性 測定 を行 っ た . ま た , 骨 格 が 共 通 で 置
換 基 の 稽類 や数 の 異 な る フ ラ ボ ノ イ ドや ア グ リ コ ン , 糖 鎖構 造 , 糖
の 数 な ど の 異 な る ス テ ロ イ ドサ ポ ニ ン を 多数 単離 し た こ と か ら ,
れ ら の 構 造活 性相 関 に つ い て も検討 を行 っ た .
第 一 節 材料及 び方 法
(1)使 用 培養細胞
培 養細胞株 に つ い て は , ヒ ト子 宮が ん 細胞(HeLa)を使用 し た .
ヽ 一
ヽ... _ .
(2)細胞 毒性試 験
9 6穴 平底 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 3.0× 1 04 c ells/mL の細 胞 浮 遊液
2 0 0pL を 加 え co2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 2 4時間前培養 し た . そ
の 後 , 培 地 を取 り 除き D MSO に溶解 し た 試 料液 を 新 た な培 地 に 添
加 し , こ の 試 料 添加 培 地 2 0 0pL を w ell に 加 え 2 4時 間培養 後 ,
F M C A(flu o r o m etric mic r o c ultu re cytoto xicity a s s ay)
4 0)法 を用 い 活 性
を評価 し た . な お , 実 験 の 詳細 は 実験 の 部 に記 載 し た .
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第 二 節 結果及 び考察
検討 し た化合 物 2 1種 の HeLa 細胞 に 対 す る細胞 毒性 を Table l に 示
し た . 単 離 し た 化合物 の な か で , ス テ ロ イ ドサ ポ ニ ン 類 は化合物 1 3
及 び 1 5を 除き I C501.5- 1 3.9pM で 細 胞 毒性 が静 め られ , フ ラ ボ ノ イ
ド類(I C5061.6- 13 2.O pM , 10 及 び 11 を 除く)やテ ル ペ ン 類 と 比 較 し て
強 い 細胞 寒性 を有す る こ と が 明 ら か と な っ た .
Aga v efo u r c r oyde sよ り 単離され た化合物 12･16 に 着 目 する と , 化 合
物 1 4(IC50 9.2 pM) と 16(I C5 0 3.5 pM)で は , ア グリ コ ン 6 位 の ヒ
ド ロ 卑 シ 基 の 有 無 に よ り 3 倍弱 の 活性 差が常 め られ た . 一 方 , 1 2
(IC,o 3.6 pM)と 16(IC50 3.5 pM)で は 活性 差が静 め られ ず , 1 2位 の
ケ ト ン は悟性 に 影響を及 ぼ さ な い こ と が判 明 し た . ア グ リ コ ン の 3
位 及 び 6 位 に ghc o s eが 1 分 子 ず つ 結合 し た 1 3及 び 1 5で は , 両 化
合 物 と も 細胞毒性 が観 察 され な か っ た . Mim akiら
41)及 び Naka m u r a
ら
42)は , ア グ リ コ ン が spir o sta n e型 の ス テ ロ イ ドサ ポ ニ ン に お い て ,
3- m o n oglyc o side は複数個 の 糖が 結合 し た 場合と 比 較 し 腫癌 細胞株
に対 する 細胞 毒性 が 減少 する こ と を報告 し て い る ･ 1 3及 び 1 5で は ,
ア グ リ コ ン の 6 位 に ghc o s eが 結合 し て い る が-, 1 ヱ, 1 4及 び 16と 比
べ そ の 活性 差が 1 4倍 以 上 で あ る . 従 っ て , spir o sta n e型 の ス テ ロ イ
ドサ ポ ニ ン に お け る ア グ リ コ ン 3 位 に 結合す る 糖 の 数 が 細胞 毒性 に
大き く 寄与 す る こ と が 本実験 か ら も 明 ら か と な っ た ･
一 方 , 1 3と 1 5
で は細 胞 毒性 に違 い が 観察 され な か っ た こ と か ら , 23 位 の ヒ ド ロ キ
シ 基 の 有無 は 細 胞毒性 に 影響 を及 ぼ さ な い こ と が 判 明 し た ･
ま た , Cala musin signis よ り 単離 し た 化合物 1 7- 2 1は , IC5 01･5- 13･ 9
pM で 細 胞 毒性 が観 察さ れ , 特 に ア グ リ コ ン 部 に 着 目す る と ･
ス ピ
ロ ス タ ン 型 と フ ロ ス タ ン 型 で は概 し て ス ピ ロ ス タ ン 型 の 方 が強 い 活
性 を 有する こ と が判 明 し た . 特 に , 共 通 の 糖鎖 を も ち dio sge nin が ア
グ リ コ ン で あ る spir o stan e型 の 化 合物 17 と そ の フ ロ ス タ ン 型 の 化合
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物 の 20 を 比較 する と , 約 9 倍 活 性 に 違 い が認 め られ た . 一 方 , 3 位
ヒ ド ロ キ シ 基 に結合 し て い る糖鎖 に着 目す る と , 化 合物 1 7と化 合物
1 Sで は 3位 に結合す る糖 の 数 が異 な る が 活 性 に 大き な違 い は 認 め ら
れ な か っ た .
$2
第四革 単離した化合物の 細胞毒性
Tab le 1 Cytoto xic a ctivity ofc o mpo und 1-2 1
(left:fla v o n oid, te rpe n e right: ste r oidalsapo nin)
IC50(pM)Compo u nd
■■■■■■ ■■■■●■■}■■■l■l■■l ■■ - ■l■l■■l
12
13
14
15
1 6
1 7
1 $
19
20
21
3.6
>20
9.2
>20 0
3.5
1.5
2.1
4.5
13.9
7.7
d IC5 0(pM)Compoun
102.2
61.6
6ウ.5
1 32.0
106.7
75.6
10 0.2
>2 00
>200
>200
69.3
1
3
5
6
7
$
9
10
ll
2
4
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第 三 節 小 括
本 章 で は , 単 離 し た 2 1種 の 化 合物 に つ い て 細 胞 毒性鮮 験 を 行 い ,
そ の 活 性 を 明 ら か に し た . 特 に ス テ ロ イ ドサ ポ ニ ン 類 は , フ ラ ボ ノ
イ ド類や テ ル ペ ン 類 と 比 較 し て 強 い 細胞毒性有す る と も に , そ の 緒
性 発 現 に , ア グ リ コ ン 3 位 に結合 する 糖 の 数 が 大き く影 響 を及 ぼす
こ と が 判 明 し た .
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第玉章 単離した化合物 の細胞周期に及ぼす影響
前牽にお い て , 単離 した化合物 21種の HeLa 細胞 に対する細胞毒性に つ い て
検討を行 い , ス テ ロ イ ドサポ ニ ン類に比較的強い細胞毒性を有する こ とを明 ら
か に した . ス テ ロ イ ドサポ ニ ン類は, 人参, 知母 , 表門冬など いく つ か の薬用
植物 の有効成分で ある ことが知 られて い る . また, 様々 なヒ ト培養腫癌細胞を
用 い た検酎よりそ の増殖抑制作用を有する ス テ ロ イ ドサポ ニ ン が多数明らか に
され て い る
43JL5)
. さらに, 代表的なス テ ロ イ ドサポ ニ ン で ある dios cinは , ミ ト
コ ン ドリ ア経路を介したア ポ ト ー シ ス を蘭草する こ とが報告されて いる
46)
. 普
た , そ の ア グリ コ ン で ある diosgenin の ア ポ ト
ー シ ス訴導作用も明らか とな っ て
お り 47
J 8)
,
ス テ ロ イ ドサポ ニ ン は興味深 い抗腫療成分と考えられる . 本章で は,
単離したス テ ロ イ ドサポ ニ ン の うち, HeLa細胞に対 して比較的強い細胞毒性を
示 した化合物12,14,17及び 1S の細胞周期に及ぼす影響に つ い て 検討を行 っ た ･
また , 細胞周期阻害活性を指標に単離された 1abda n e型ジテ ル ペ ン化合物 4 に
つ い て も併せ て検討を行 っ た .
第 一 節 材料及び方法
(1)使用培養細胞
培養細胞株は細胞毒性試験と同様 ヒ ト子宮が ん細胞(HeLa)を使用 した ･
(2)細胞周期分析
49)
6c mdisb に1.0×1 0
5
c els/mL の細胞浮遊液5 mL を加 え C O2イ ン キ エ ペ 一 夕 -
中で 24時間前培養 した . そ の後, IM D M培地を取 り除き D M S Oに溶解 した
試料液を新たなI MDM 培地 に添加 し, こ の試料添加 I M D M培地 5 mL を disb
に加 えさ らに 24時間培養 した. 培養後, P B Sにて 洗浄 し, 70%EtOH で 4℃
6 0分間固定 した . 細胞固定後, P BS に て洗浄 し, 100p g/miJ R N As処理 , 10 0
p g/mL ヨ ウ化プ ロ ビ ジウム(PI)処理 を行 い , フ ロ
ー サイ トメ ー タ ー にて D N A
分布 の変化を測定 した . 実験の 詳細は実験 の部に記載 した ･
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第二節 結果及び考察
検討 した化合物5種の 24時間処理による細胞周期 - の影響を Table ト5 及 び
Fig･1-3 に示 した ･ まず, 共通 の 糖鎖配列を有しア.グリ
コ ン が異なる化合物 12
と 14に つ い て検討を行 っ た . そ の結果, 14は, 7.2 pM で鮮料無添加群 と比
較 し て G 2/M 期細胞 の約 1 0% の 増加 が観察された(Table 2). これ よ り南淡
度 で は Sub- G l の増加 , G l期細胞 の減少が認 められ た . 一 方 , 12 は検討
した濃度域にお い て 特定 の pba s eに細胞 が集積する傾向 は観察されず ,
濃度依存的に Sub- G l の増加 が観察され た(Tablel). また , ア グリ コ ン が共
通 の dio sgenin で あり3位に結合 して い る糖の 数が異な る化合物17及び 1S に つ
い て検討を行 っ た . そ の結果 , 17は, 2.9pM にお い て試料無添加群と比較 し
て G2/M 期 の 細胞 が約 25 %有意に増加 した(Tables, Fig.1). こ れ に伴う Gl
期細胞 の 減少 が確認 された こ と か ら , 1 7は , 0 2期 か ら M 期 , ま た は M
期 か ら Gl 期 - の 細胞周期 の 進行 を制御す る こ と が 明 らか と な っ た . ま た ,
こ の G 2/M 期 の 細胞 の 集積 は , 濃 度依存的 で あ っ た . - 方 , 1 7 の末端
血 a m n o s eに glu c o s eが結合 し た構造 の 1 Sで は 渡度依存的な G2/M 期細胞
の 増加 は観察され な か っ た(Table 4, Fig.I).
Table 1. Cellcycle distributio ns of HeLa c ells a洗e rtr e atm ent with
co mpo und 12
Sub-G 1 G 1 S G2/ M
CorltrO1
0.7トLM
3.6LIM
7.2 M
7土1.4
14土1.2*
24土5.2 *
91土12.3* *
63土2.5
55土1.5
43土3.1* *
4土8.2* *
ユ5土2.8 15土0.8
19土2.4 12土2.8
18土2.2 1 5土2.1
2土7.8 3士8.9
The v alu e s ar e m e an土 S. E･(n-3)* *p<0.01, * p<0.05心s. co ntrol
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Table 2. Cellcycle distributio n s of HeLa cells a洗er tr e atm erlt With
c o mpo u nd 14
Sub-G1 G 1 S G 2/M
Co ntro1
3.6pM
5.4トtM
7.2トLM
18 M
7土l.4 63士2.5
5土1.8 61土0.9
6土2.1 56土2.7
9土9.2 47土4.2*
15土2.8 15土0.8
19土l.1 15土1.2
18土2.2 20土3.4
19土2.1 25土3.5*
43j=4.8
* *
2 8土4.1* * 22土3.1 7土3.2
*
T he valu e s ar e m e an土S. E.(n-3)**p<0.01, 辛 p<0.05v s. Co rltr Ol
Table 3. Cellcycle distributions of HeLa c ells a洗er treatm ent with
c o叩 O u nd 17
Sub-G 1 G 1 S G 2/M
CoI止r o1
0.73トLM
I.5トLM
2.9
1 6土2.2 57土1.7 14土1.7 13土2.2
8土1.4 56土3.3 17土0.5 19土3.0
11土1.2 45土0.9
* * 19土1.0 25土0.2
* *
17土1.0 26土1.3
* * 19土0.8 3 8土2.1
* *
The v alu e s a r e m e a nj=S.E.(n-5)* *p<0.01, * p<0･05v st Corltr Ol
Table 4. Cellcycle distributio ns of HeLa c ells aRer tr eatme nt with
c o mpo und lS
sub- G 1 G1 S G 2/M
Co ntr oI
1･OpM
2.1 pM
4.2
16土2.2
20土1.9
31土3.6*
40土4.0
* *
57土1.7 14土1.7 13士2.2
45土0.9* * 20土0.5 15士0.9
29士1.0** 20士1.1 20士1.7
25土1.2
* *
18士1.4 17土2.2
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The v alu e s are m e an i S. E.(n =5)* ＋p<0.01, ＋ p<0.05v s. Control
SubJGI GI S G2nvL
邑
.
i
()
U
①
②
g
弓
O
U
③
a
∃
0
U
D N Ac orltent
Sub-G I GI S G2ノM
D NA c o ntent
Sub- G1 01 02/ M
DNA co ntent
Fig.I Flo w cyto metric histogr a m s ofHeLa c ells a洗ertre atment with
c ompo und 17 andlS(①: Co ntr ol ②: 2.9Li M c o mpo und 1 7③:
4･2 pM c o mpo u nd18)
ジ テ ル ペ ン で あ る化合物 4 は , 23.6 pM で 処理 で は , 試 料無添加群(コ ン ト
ロ ー ル)と ほ ぼ同 じデ ー タ で あ っ た (Table 5). 47.2 llM に お い て は , Co ntr ol
と 比 較 して G l期 の 細胞 が 約 11 %有意 に増加 し た(Fig. 2). ま た , こ れ に 伴
う s 期及 び G 2/ M期 の 細 胞 の 減少 が 確認 され た こ と か ら , 4 は , Gl か ら
S 期 - の 進 行 を制御 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た . 一 方 , 9 4.3 llM で
は Sub- G lが 顕 著に増加 し , G l期細胞 の 減少 し た こ と か ら , 細胞 死 を誘
導 し て い る と 考 え ら れ た . Dim as ら は , Cis(u s e r e(ic u s よ り 単離 し た
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sclar e ol(Fig.3)の 細胞 周 期 阻害性 に つ い て 検討 を行 っ て い る
50･ 5 1)
, 彼 ら は ,
ヒ ト白 血病細胞(H33A J-J A l, M O L T 3, H L 60)を s cla r e ol処 理 し た と こ ろ , 細
胞 周 期が Gl期 で 停 止 する こ と を 明 ら か し た 50). さ ら に c- Myc の 発 現 率
の 減 少 に よ る ア ポ ト ー シ ス の 誘導も報告 して い る 51). 今 回 の 検討 で は ,
対象 と した 腫癌細胞株 が 異 な る が , 化 学構造 の 類似 性及 び 細 胞 周 期 - の
作用 の 共 通 性 か ら , 化 合物 4 は , s clare olと共 通 の 標的分子 に作用する こ
と が 示唆され た .
Table 5. Cellcycle distributions of HeLa c ells afte r tr e atm e nt with
c ompo und4
Sub- G 1 G 1 S G 2/M
17土1.3 14j=0.3
16土0.5 12土0.4
12士1.1 6土0.9 ”
I6土2.2 12j=2.8
9士0.5 60j=0.2
10j=0.6 61j:0.7
10士1.5 72土2.0事 '
2 4土12.3 48土7.4
Co ntr o1
23.6 pM
47.2 pM
94.3 LIM
Tie value s aLre rne an 土 S.E.(” -3)＋＋p<0.01vs. Corrtrol
富FT
Fig･2 Flo w cyto m ctric histogram s ofHeLa c ells a洗e rtr e atment with
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compo und 4(upper:Contr ol,low e r:47･2 pM co mpo und4)
”
も､
0‖
Fig. 3 Stru ctu re ofscla reol
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第三節 小括
本章で は, 単離 した 5種の化合物に つ い て細胞周期に及ぼす影響に つ い て検
討を行 っ た . ス テ ロ イ ドサ ポ ニ ン 類で は, 14及び 17 に G2/M 期で の 細胞周期
の進行阻番が倦められた . また , 17･と 1S の 比較よりアグリ コ ン に結合する糖
鎖を構成する糖の数によ っ て細胞周期阻宰作用に違 い が観察された . また, ジ
テ ル ペ ン で ある 4 は, 細胞周期を 0 1期にお い て 阻害する こ とが明 らかとな っ
た .
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著 者 は , が ん の 分 子 標 的 治 療 の 標 的 対 象 の 一 つ で あ る 細
胞 周 期 に 着 目 し , 細 胞 周 期 阻 害 作 用 を 有 す る 措 性 化 合 物 の
探 索 を 行 っ た . 探 索 源 と し て は 未 利 用 薬 用 資 源 で あ る タ イ 産
熱 帯 植 物 を 選 択 し た . そ し て , こ れ ら の 植 物 よ り 作 製 し た
M eO H エ キ ス に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い , 活 性 が 静 め ら
れ た 3 種 の 枝 物 Blu m e a glo m e r at (Co mpo sita e), Aga v e
fo urc royde s(Aga v a c e a e), Cala m u sin signis (Palm a e)を 試 料 と し
て 選 抜 し , H eLa 細 胞 に 対 す る 細 胞 毒 性 ま た は 細 胞 周 期 阻 審 性
を 指 標 に 活 性 化 合 物 の 単 離 を 試 み 以 下 の 知 見 を 得 た .
1) Blu m e aglo m e r at に つ い て 細 胞 周 期 阻 審 性 を 指 標 と し た 活
性 化 合 物 の 探 索 か ら フ ラ ボ ノ イ ド類 9 種 (化 合 物 1 , 3, 5, 6,
7
,
8
, 9, 1 0及 び I 1) , セ ス キ テ ル ペ ン 1 種 (Cry pto m e ridiol
(2)), ジ テ ル ペ ン 1 種 (AⅦstr oin ulin (4))を 単 離 , 同 定 し た .
ま た , こ れ ま で e nt- 1ab da n e 型 と 報 告 さ れ て い た 4 の絶 対
立 体 配 置 に つ い て , 改 良 M o sbe r法 に よ る 検 討 よ り 1ab da n e
型 (5S, 6 R, 7S, 8 S, 9R ,1 0R)で あ る こ と を 明 ら か に し , 報 告
さ れ て い た 絶 対 立 体 配 置 を 訂 正 し た .
2)Aga v efo urcroyde s に つ い て HeLa 細 胞 に 対 す る 細 胞 毒 性 を
指 標 と し た 活 性 化 合 物 の 探 索 を 行 い , 新 規 化 合 物 1 種(1 4)
を 含 む 5 種 の ス テ ロ イ ド サ ポ ニ ン を 単 離 , 構 造 決 定 し た .
3) Cala m u sin signis に つ い て H eLa 細
-
胞 に 対 す る 細 胞 毒 性 を 指
標 と し た 活 性 化 合 物 の 探 索 を 行 い , 新 規 ス テ ロ イ ド サ ポ ニ
ン 4 種 (1 S, 1 9, 2 0, 2 1)を 含 む 5 種 の ス テ ロ イ ド サ ポ ニ ン を
単 離 , 構 造 決 定 し た .
4)3 種 の 植 物 よ り 単 離 し た 2 1種 の 化 合 物 の 細 胞 毒 性 に つ い て
検 討 を 行 っ た . そ し て , ス テ ロ イ ド サ ポ ニ ン 類 は 1 3, 1 5を
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除 き 顕 著 な 細 胞 毒 性 を 有 す る こ と を 明 ら か に し た . ま た ,
ア グ リ コ ン 3 位 に 結 合 す る 糖 の 数 が , 活 性 に 大 き く 寄 与 す
る こ と が 判 明 し た .
5) 単 離 し た 化 合 物 の 細 胞 周 期 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 検 討 を
行 っ た . そ し て , ジ テ ル ペ ン 4 が 細 胞 周 期 を 01 期 で 阻 奪
す る こ と を 明 ら か に し た . ま た , ス テ ロ イ ド サ ポ ニ ン 14
及 び 1 7は G2/M 期 で の 細 胞 周 期 の 進 行 阻 害 が 常 め ら れ た .
以 上 , 本 研 究 よ り 細 胞 周 期 に 作 用 す る 化 合 物 3 種 が 確 認 さ
れ た . 特 に ス テ ロ イ ド サ ポ ニ ン に お い て , 細 胞 毒 性 に は 違 い
が 静 め ら れ な い も の の , 糖 鎖 を 構 成 す る 糖 の 数 の 違 い や ア グ
リ コ ン の 一 部 の 違 い で 細 胞 周 期 に 及 ぼ す 影 響 が 異 な る 結 果 は
大 変 興 味 深 い . 今 後 細 胞 周 期 制 御 タ ン パ ク の 発 現 変 化 な ど の
検 討 を 行 い , ス テ ロ イ ド サ ポ ニ ン の 細 胞 周 期 制御 メ カ ニ ズ ム
を 明 ら か に し て い き た い .
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[機器]
化合物 の 単離 , 構造決定(第 一 章 , 第 二章, _塵_三重)
核磁気共鳴測定装置
`
(NM R)
JE O L E C P 600spe ctr o m et r,JEOL E C A 800spe ctr o m et r
JE O Lα 50 spe ctr o m et r, JE OL α 400spectr o m et r
質量分析計(MS)
EIMS:JE OL GC- M ate m a s s spe ctr o m et r
FA BMS:JE O L J M X- A 500m a ss spe ctr o m et r
HR F A B MS:JE O L H X-11 0 Am as s spe ctr o m et r
旋光計 :DIP-102 0 Digital Polarim ete r(J ASCO)
紫外吸収 ス ペ ク トル (U V): Hita chiU -3 200spectr o m et r
赤外吸収 ス ペ ク トル (IR):F T-IR 230spe ctr o m et r
HP L C装置
カラ ム :Develo sil OD SUG -5 ･(め10×250m m)
De v elo sil O D S-H G-5(め10×250rr m)
YM C-PackPro C18(¢10×25 0m m)
Capc e11PakN H2U G 80(¢4･6×250rr m)
ポ ン プ :pu-2080plus(J A S C O)
検出器 :UV1575(JA S CO)
RI-2031plu s(J ASCO)
RI-72(Shode x)
OR-1 590(JASC O)
SepPa ckO D S:Sep-Pak C-18Cartridge s(Wate rs)
カ ラ ム担体 :PSQIOOB(F U JI SIL Y SIA C H E M IC A L L T D.)
Silic agel60N(Nac alaite squ eIn c.)
Chr o m ato r e xO D S(F U JI SIL Y SIACH E M I C A LLTD･)
Sephade xL H-20(Phar m a cia)
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薄層ク ロ マ トグラ フ ィ ー プ レ ー ト : Kie s elge160F254(Mer ck)
RP18F254(Merck)
冷却遠J亡機 : M -200IV D(sakt m a)
ホ モ ジ ェ ナイザ - :PO LY TRON P T10-35(セ ン トラ ル 科学貿易)
地盤毒性 地 産L
Flu o r o s c anAs c e nt(蛍光 マ イ ク ロ プ レ ー トリ ー ダ ー)
細胞周 ( 玉章)
EPICS
R
Elite(B E C K MAN C O U LTE R)
[試薬]
｢ヒ食物 の単離, 構造決定(第 一 華, 第ニ 華, 第三寮
溶媒
ブタノ ー ル 及び D MS Oは 和光純薬製 の餅薬特級品を用 い , そ の他 の溶媒は関東
化学製 の試薬 - 級晶を蒸留 して用 い た . 核磁気共鳴(N M R)用溶媒は, Me r ck社製
重水素化溶媒 (cD Cl3,CD30D,Ac eto n e-d6, Pyridine･d5) を用 いた .
MTP Aエ ス テ ル 化試薬 :
(S)-(-)- α - M etho xy-triflu o r o m ethylphenyla c etylchlo ride(M TPACl)(A LD RIC H)
(R)-(＋). - α - MT PA Cl(A L D RICH)
酸加水分解
D- Gluc o s e(Na c alai Te sque)
D- Gala cto s e(Na c alai Te squ e)
L- Rha r m o se m o n ohydr ate(AldrichU S A)
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細胞毒性試験 (F M C Aas s av)(第四章) 及び細胞周期分析 (ー塵重
培養細胞株 : HeLa細胞 (ヒ ト子宮頚癌細胞, har v e sted in 5 % CO2, 37℃)
試薬 :Is cove's Modi丘edDulbe c c o's Mediu m(I M D M) (SIGM A)
ウ シ胎児血清 :Fetal Bo vineSerum(F BS) (Ther m oTr ac e)
L-glutamine (日水製薬)
Trypsin E D T A(0.2 5 % Trypsin,1 nM E D TA)(Gibc o)
Trypa nblu e(Nakar aitesqu eln c.)
Pr opidiu mlodide(Whko)
RNas eA(Ro che)
Flu o r es c einDia c etate(F D A)(W ako)
読 の および チ
IM D M(5 % ウ シ胎児血清溶液):
I Is c ove
'
s M odi丘edDulbe c co's M ediu m 500mL (冷蔵)
I L-ghtamin e 0.3g (冷蔵)
･ Fetal Bo vineSe ru m 2 5mL (非動化処理済)
P BS((-)-Pho sphate Buffe rSalin e)
･ K Cl(Naka r aitesqu elnc.)
･ B3I2PO4(Nakar aite squeIn c.)
･ N aCl(Nakar aitesqueln c.)
● Na2H PO4(Nakaraite squelnc.)
0.2g凡
0.2gal
8.0g凡
1
.
llg凡
精製水1000rnL に溶解 し高圧蒸気滅菌(121℃ ,20min) して用 い た .
Try pa nbltle溶液 : 精製水に溶解 し0.4%(w/v) 水溶液と した後, 常温 で保存 .
@
F D Aは細胞内に取り込まれると, 細胞 内の 各種酵素の働きにより加水分解さ
れて蛍光性 の Flu oresc einとな る . すなわち生細胞が FDA によ J 3 て蛍光典色され
る こ と から, 生細胞数は Fk10r e S Cein の 蛍光強度に 比例すると考えられる . そ こ
で細胞毒性を以下に示す式 か ら算出 した .
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H3C O C O
Cytoto xicity(%)-
笥
0
､
句≒
0
F D A
1
､
勺竜
O C O C H3
esteras e
H O
#
込 叫
顎
0
′〆
0 O C H8
F h10 r e 純 Cin
Ex:485n m, Em :538nm
サ ン プル の 蛍光強度 - b la nkの 蛍光強度
Co ntr olの 蛍光強度 - Blankの 蛍光強度
×100
韓料及び献料含有培地 の作製
鮮料は, D MS Oに適当な浪度に溶解(D M D O韓料溶液)し, 分注 したIM D M培
地中 の D MS Oの 最終漉度が o.1 %以下になるように DMSO鮮料溶液を添加 し鮮
料含有I M D M培地 を作製した .
FDA(FlⅦo r e s c cin dia c etate) 溶液
FD A5 mg を DMSO50LtL に溶解 して FDA IOmg/mLDM S O溶液とした後, こ
の 20トLL をPBS 20mL に添加 して F DA 溶液と した .
方法
Dayl
Day2
細胞播種
(6000c ells/w ell, 96w ell plate)
1
サンプ ル添加
1
Day3 FDA染色⇒ 蛍光測定
97
実 験 の 部
96穴平底 マ イ ク ロ プ レ ー トに3.0×104 c ells/mL に 調製 した細胞懸濁液200pL を加
え c o2イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中で前培養 した . 24時間後培地を取り除き , 適当な試
料浪度に調製 した試料含有I M DM 培地 200pL を w ellに加 え 2 4時間培養 した .
そ の後培地を取り除き , P B Sで細胞 を 1 回洗浄後 F D A溶液を 20 pL/w ellに添
加 した . 1 時間後, Flu o r e s c einの 蛍光測定を行 っ た .
細胞周
方法 :
1
, 細胞 を播種する
(5×10
5
c ellハ6c md叫
↓2仙
2
, サ ンプ ル 添加
i24hr
3, エ タノ ー ル 固定
4
, PI典色
⇒ o Ⅱ1et r
1日目 : ¢6 c mdishに HeLa 細胞 5×105c e11s を播種 し24時間培養する .
2 日目 : 前培養後, dish 内の培地 に試料溶液を添加 し, さらに 24 時間培養す
る .
3 日目 :24時間後, デイ シ ュ 底面 より培養細胞を剥離 ･ 収集 し, P B Sにて洗
浄後,EtO H固定を行う. 収集 した細胞をpI で蛍光染色後に フ ロ ー サ
イ トメ ー タ ー を用い て I)N A分析を行 っ た .
RNa seA は 10 mg/m L に , PI は1 吋 mL とな るよ うに精製水に溶解 した . そ
の 後 クリ ー ン ベ ン チ内 で フ ィ ル タ ー ろ過滅菌 し, エ ツ ペ ン ドル フ チ ュ ー ブ ( 高
圧蒸気滅菌済) に 1 mL ず つ 分注 して冷凍保存 した .
塾 幽
･ (-)-P ヨs
･ FetalBo vine Se ru m
I NaN3(W hko)
10 0mL
30 mL
O.1%
9 8
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S_i_由ningfo rFAC S
Mo r ethan106 c ellsL6c mdish
JWash with PBS(×2)
I＋500トILoftrypsin
J＋5 mLofIMD M
i1000rpm , 5 min
ppt
J Washwith ic e c oldPB S
ilOO rpm , 5 min
J＋1 mLof70 % EtO H
Isuspe nd
J4℃ ,60 min(flX atio n)
16000rpm ,1 m血
ppt
JWashwith Staining Mediu m
16000rpm ,1 min
)×2
)×2
ppt
Isu spe nd in 1mLofStaining Mediuふ
J＋R Nas eAs ol. 1叫L
IR.T. 30rnin
1＋pr opidiu miodide inP B Ss ol. 100トLL
IR. T. 15min
sto ckat4℃
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第 1章に関する実験
細胞周 阻 性就
細胞周期阻害性に関 して は , 試料添加 後 の DNA 分布に つ い て フ ロ - サイ トメ
トリ ー 分析を行 っ た .
*
Blu m e aglo m e r ata の葉部 189 g を MeO Hに 1 晩浸 した . そ の 後, ホ モ ジナイ ズ
(10 min), 遠心分離 (4℃, 4000rpm , 1 0min)し上清を減退 した (上滑l). また ,
残 さを再度ホ モ ジナイ ズ, 遠心分離 し上滑を源過 した (上清 2). 上滑 1 と上滑
2 を統合, 減圧乾固 し MeOH 抽出物26g を得た .
直基金塾
得られた MeO H抽出物に 10% MeO Hを 200mL を加 え, これ を ヘ キサ ン 2 0 miJ
で 3 回分配 した . 続 い て酢酸 エ チ ル 200mL, ブタノ ー ル 200mL で それぞれ 3
回ず つ 分配 し ヘ キサ ン 可溶部 7.9g, 酢酸 エ チ ル 可溶部4.2g, ブタ ノ - ル 可溶部
4.2g, 水可溶部 9.4g を得た .
史観王乏∠ 盛 会塵
酢酸 エ チ ル 可溶部 4･2g の うち 4･Og を シリカゲル ク ロ マ トグラ フ ィ ー(Wakogel
p SqlO O B, ¢30 ×300m m)により分画 を行 っ た . そ して , C H C13及 び CHC13/MeO H
98/2 溶出画分 Fr･1 A(148･7 mg), C H C13朋 eO H9 5/5 溶出画分 Fr.1B (674.2 mg),
C H Cl3/MeOH 95/5及び 90/10溶 出画分 Fr.1 C(918.2 mg), C H C13/MeOH 90/10溶出
画 分 Fr･1D (4 67･4 rpg), C H Cl3/MeOH 8 0/20溶 出 画分 Fr.1 E(105.8 mg)及 び
Fr･1F(658･1 mg), CHC13/MeOH 50/50溶出画分 Fr.1G(7 12.7 mg),CHC13溶 出画分
Fr･1 H, CHCl3及 び BAW(BuO H/AcO H/ Water-2/2/1)溶出画分Fr.1I を得た .
Fr.1 C の
細胞周期阻害性 が観察された Fr.1 C を OD S カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー
(Chro matorex OD S,¢30×300m m)により分画を行 っ た . そ して , 50%MeOIi溶
出画分 Fr.24 (112.9 mg)及び Fr2 B(182mg), 5 0% MeOH 及び 60%MeO H溶出画
分 Fr･2C(43･8 mg), 60%MeO H溶出画分 Fr.2 D(52.3 mg);Fr.2E(83.8 mg), Fr.2F
(2 7.2 mg), 60% MeOH 及 び 65 % MeO H溶出画分 Fr.2 G(26.5 mg), 65 %山eo H溶 出
画分 Fr･2 H(12･9 mg), 80 % M早O H溶出画分 Fr.2Ⅰ(12.9 mg), Fr.2J(8.5 mg), Fr.2 K
loo
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(4･2 mg), Fr･2 L(2 3･9 mg), 85% MeOH 溶出画分Fr･2 M(7･5 mg), Fr･2 N(5.2 mg),
2 0(8･8 mg),MeO H溶出画分Fr･2P(34･6 mg), CH C13溶 出画分Fr･2Q(13･7 mg)を得
た .
拠 腰
細胞周期阻審性が観察された Fr･2 Bを Sephade xLH -20カラム ク ロ マ トグラ フ
ィ ー(め13×50 m nL 溶離液 MeO H)により分画を行 い , Fr･3A(0･46mg),3 B(25.5
mg芯2),3C(7･8 mg),3D(36･8 mg),3 E(19･3 mg),3F(4･8 mg),3G(2.6 mg)を得た .
Fr･3D につ い て HPL C(カラ ム De v elo si10DS-U G5
, 溶離液50% MeO H, 流速1.5
mL/min, 検出波長254r m)による精製を行 い 1(10･3 mg)を単離した .
ヒA 3 の精
細胞周期阻審性が観察された Fr･2 Cを Sephade xL払20カラ ム ク ロ マ トグラ フ
ィ ー(め13×500m m, 溶離硬 MeO H)により分画を行 い, Fr･4A(6･1 mg), 4B(3.4
mg),4C(23･8 mg) を得た ･ Fr･4C につ い て H PL C(カラ ム Y M C-Pack P, oC18, 港
離液6S % MeOH
, 流速 1･5 mL/ -, 検出波長 290 叫)による精製を行 い 3(17.2
mg)を単離 した .
ヒ食物 4 の
細胞周期阻害性が観察された Fr･2E
,
2F
,
2G を統合 し, こ の 画分 を Sephade x
L H-20 カラ ムク ロ マ トグラ フ ィ ー (¢13×500 m m, 溶離液 MeO H)により分画
を行い その 後 H PLC(カラム Dev elo si10DS-UG 5
, 溶離液 80% MeO H, 流速 l.5
mL/min, 検出波長 254n m)によ る精製を行 い 4(4.6 mg)を単離 した .
姐 聖全室
細胞周期阻害性が観察された Fr･1B を シ リカゲ ル カラム ク ロ マ トグラ フ ィ ー
(Silicage160N,め25×350m m)によ り分画を行 っ た . そ して , He x an e/AcOEt75/25
溶出画分Fr･5A(23･O mg), Fr5 B(7･7 mg)及 び Fr5 C(2 6.4 mg), He x an e/AcO Et75/25
及 び70/30溶出画分 Fr･5 D(28･3 mg), He xa n e/AcOEt 70/30及び 65/35溶出画分
Fr15 E(38･1 mg), He x an e/AcO Et 65/3 5及 び 50/50溶出画分 Fr･5F(103･3 mg),
He xa n e/AcO Et 50/50
,
25/75及 び AcO Et 溶出画分 Fr･5G(184.7 mg), CB AW
(CHC13/BuO H/AcOH/Wate r- 1･5/6/1/1)溶 出 画 分 Fr･5 H(32.0 mg)及 び BA W
(BuO ⅣAcO H/W 如er-2/2/1)溶出画分 Fr.5Ⅰ(32.6 mg)を得た .
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5 の精 単離
細胞周期阻害性が観察されたFr.5F(103.3 mg)に つ い て OD S Sep-Pakに よ る精
製を行 い 5(82.1 mg)を単離 した ･
幽 単藍
細胞周期阻害性が観察されたFr.5 G(184.7 mg)にら い て O DS Sep-Pakに負荷 し,
70 %MeO H溶出画分 Fr.6A(130.0 mg), MeOH 溶出画分 Fr.6B(13.7 mg), C H Cl3溶
出画分Fr.6 C(3.7 mg)を得た . Fr.6A に つ い て H P LC(カラ ム De v elo sil O D S-UG 5,
溶離液 65%MeOH, 流速1.5 mL/min, 検出波長 330n m)に よる精製を行 い 6(2.8
mg),7(14.1 mg),S(10.6 mg),9(3 5.4 喝)及び 10(5.3 mg)を単離 した ･
幽 単匪
細胞周期阻害性が観察された Fr.5C(26.4 mg)に つ い て ODS Sep-Pakに負荷 し,
70%MeO H溶出画分 Fr.7 A(7.7 mg), M eO H溶出画分 Fr.7 B(10.9 mg), C HC13溶 出
画分 Fr.7 C(1.7 mg)を得た . Fr.7 Aに つ い て H P L C(カ ラム De v elo si1 0DS- U G 5, 溶
離液 65%MeOH, 流速 1.5 mL/ min, 検出波長2 50n m)k よる精製を行い 11(1.9
mg)を単離 した .
土出 幽 比
化合物 4(2.5 mg)をジク ロ ロ メ タ ン 0.5 niLに溶解 し, 4一 ジメ チ ル ア ミ ノ ビリ ジ
ン 7.5 Ⅱ噂,トリ エ チ ル ア ミ ン 3.1 pL(2.2 mg)を加 えた後, (S)- MTPAC15 トLL(6.8
mg)を添加 し室温 で 15時間撹拝 した . そ の 後, 水を加 え反応 を停止 させ , 酢酸
エ チ ル で抽出 し酢酸 エ チ ル 可溶部を減圧乾固 した . 得 られ た残 さ を シ リカゲル
カ ラ ム ク ロ マ トグラフ ィ ー (¢7×70 Ⅱ 皿 , 溶離液 Hex an e/AcO Et- 2/1) による精
製を行 い 7-0-(節- M TFA エ ス テ ル (1.2 mg) を得た .
1H NM R(C DCl3):8H 0.882(3 H, s, H -20), 0.973(3 H, 早, H -19), 1.163(3 H, s, H -18),
1.1 84(3 H, s, H -17),1.235(1 H, nL H -5),1.450(1牡 m , H -9),1･8 04(3 H, s, H -16),2･252
(1H, 孤 , H - 11α),2.472(1 H, m , H -11β),3.75 0(1 H,brd, J- 10.0 Hz, H -6),5.133(1 H,d,
J-ll.0ilz
,
H-15a), 5.226(1 H, d, J-17.2 Hz, H -15b), 5.442(1 H, m , H-12) and 6.839
(1H,dd, J= ll.Oand17.2Hz, H -14);
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比企勉且 幽 也
化合物 4(2.4 mg)をジク ロ ロ メタ ン 0.5 m い こ溶解し, 4- ジメ チ ル ア ミ ノ ビリジ
ン 7.5 mg,トリ エ チ ル ア ミ ン 3.1 pL(2.2 mg)を加えた後, (a)･M TPA C1 5pL(6･8
mg)を添加 し室温 で 15 時間撹拝した . そ の後, 水を加え反応を停止させ , 酢酸
エ チ ル で抽出 し酢酸 エ チ ル 可溶部を減圧乾固 した . 得られ た残さを シ リカゲル
カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ ー (¢7×70m m, 溶離液 Hex a n e/ AcOEt=2/1) による精
製を行 い 7-0-(R)M T PA エ ス テ ル (1.1 mg) を得た .
1H NMR(CDC13):8H 0.893(3H, s, H-20), 1.004(3H, s, H･19), 1.178(3H, s, H･18),
1.021(3H, s, H･17),I.238(1 H,r n, H-5),1.445(1H, m , H -9),1･787(3 H, s, H-16),2･202
(1 H, m , H-ll(x),2.387(1H, m , H- llP),3.790(1H,brd,J=10･O Hz, H-6),5･100(1 H,d,
J-10.5 Hz, H-15a), 5.198(1H, d, J-17.3 Hz, H-15b), 5AIO(1H, m , H-12) and 6･814
(1H,d d, .F= 10.5 and17.3Hz, H- 14)
単離 した化合物の 物理Lb_撃坦蛙三
比企艶旦_ 幽
C16H1407(M w :318)
white a m orpho u s s olid
【α]h
8
＋7.Oo(cO.3 5, MeO H) Ref.3[α]冨 ＋14.9o (MeOH)
EI MS m/z3 18(MT)
1H NM Rは本論参照の こ と
13
c NM R:8c83.5(C-2), 72.3(C-3), 195.9(C-4),1 63.0(C-5),96.8(C-6),167･5(C-7),
96.0(C-8), 163.0(C-9), 101.5(C- 10), 128.0(C-1
'
), Ilo.2(C-2
'), 146.7(C-3'), 147･1
(C-4
'), 114.8(C-5'), 121.0(C-6'),55.9(O Me)･
土 地
C15H2 802(M w :240)
white am o rpho u s s olid
【α】
2
,
2
- 14.8o(cO.29, M eOH) Ref.4[α】
2
D
5
-25.3o (cl･11, MeOH)
EI MS m/I204[M -2 H20]
'
,
189[M -2 H20- M e]
＋
1
H 及 び 13c N M Rは本論参照 の こ と
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土 地 虹
C16H1406(Mw :3 02)
yello w a m orpho u s s olid
【α]冨oo(co.29, M eOH) Authe ntic s ample[α]冨 -68.9o (c1.ll, M eOH)
EIMS m/I302(九√)
1
H N M Rは本論参照 の こ と
13c N M R:8c83.5(C-2),43.5(C-3), 197.6(C-4),164.1(C-5),96.8(C-6),168.8(C-7),
96.0(C -8), 165.0(C-9)
I
,
101.5(C-10), 131. (C-1'), 114.7(C-2
'), 146.0(C-3'), 146.4
(C-4'),116.0(C-5り,119.2(C-6り,56.2(O Me).
ヒA 4 Au str oimlin
C20H3403(Mw :32)
white am orpho u s s olid
[α】
2
D
5
＋20o(c1.15, C HCl3) Ref.6[α]冨 ＋2 4o (c4.0, C HC13)
EIMS m/z305[M -H20＋H]
'
UV-Vis九 m (MeO H)234n m
l
H 及 び 13cNM Rは本論参照 の こ と
比企勉土 地
C17H1607(M w :332)
yello w am o rpho u s s olid
[α】冨 ＋16.9o(c1.35, M eO H) Ref.ll Authe ntic s a mple[α]雷 -14.8o (c1.ll, M eO H)
FAB MS m/I333[M＋H]
'
1H NM R は本論参照 の こ と
13c NM R:8c84.4(C,2),73.2(C-3),198.6(C-4),164.0(C-5),94.7(C-6),169.3(C-7),
95･8(C-8),164･7(C-9), 102･1(C-10), 13 0･9(C-1'), 115.4(C-2
'
), 147.3(C-3'), 148.9
(C-4
'
), 112･0(C-5'),120.4(C-6'),56.4, 56.3(O Me).
合物 6(4' _Hvdr o x v_5. 6. 7. 3'. 5' _I)e nt am eth0 ⅩVfla v o n e
C2 1H2 208(Mw .･3 8)
yello w' am orpho us s olid
EIM Sm/z388(Mつ
1
H N M Rは本論参照 の こ と
13c NM R: 8c 161.2(C-2), 110･6 (C-3), 177･2 (C-4), 152.6 (C- 5), 140.3 (C-6),
15 7･7(C-7), 96･2(C-8), 152･6(C-9), 112.7(C-10), 122.7(C-1
'
), 1 03.2(C-2', C-5'),
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14 5･9(C-3
'
,
C-5'), 13 7.9(C-4'),62.2, 61.5,56 A,56.3(OMe).
化合物 7(5,6, 7, 3',4', 5' - He x a m etho xy凸a vo n e)
C20H20 8(M w :388)
yello w a m o rpho u s s olid
EIMSm/z388(M
＋
)
1
H N MR は本給参照 の こ と
13c N MR:8c 161.0(C-2), 108.2(C-3), 177.1(C-4), 154.5(C-5), 140.4(C-6), 157.
(C- 7), 96･2(C-8), 15 2･5(C- 9), 112.8(C-10), 126.8(C-1'), 103.4(C-2', C･6'), 153.5
(C-3', C･5),140.8(C-4'),62.2,61.5,61.0,56.3(O Me).
ヒA S
C21H2208(M w :402)
yello w am o rpho u solid
EI MSm/I402(M
＋
)
1
H N MR は本給参照 の こ と
土 地
C22H2409(M w :432)
yello w am o rpho u s s olid
EIM Sm/z432(Mつ
1
H NM Rは本論参照 の こ と
土 幽 艶ユ∫
C21H2009(M w :416)
white am o rpho u s s olid
EIMS m/z416(Mつ
1H NM Rは本論参照 の こと
i出 地 主吐 _
C16H1405(Mw :286)
yello w am o rpho u s s olid
[α]
2
,
5
-23.2o(c1.2, MeOH) Ref.15[α]芳 一14.Oo (c1.0, M eO H)
F A B MS m/I286[M＋H]
'
1H N M Rは本論参照 の こ と
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第2章に関する実験
星え且= 三 城 鍵盤毒堕塾艶
ス クリ ー ニ ン グは , F M C A法(flu o r o m etric micr o c ult r e cytotoxicityas s ay)を用 い
た .
*
Aga v efou r cr oyde sの 菓部 341g を MeO Hに 1晩浸 した . そ の 後, ホ モ ジナイ ズ
(10 m血), 遠心分離(4℃,4000rpm , 10min)し上滑を渡過 した (上清 1). また ,
残 さを再度ホ モ ジナイ ズ , 遠心分離 し上滑を渡過 した (上滑 2). 上滑 1 と上浦
2 を減圧乾固 し MeO Ⅲ抽出物 101g を得た .
之旦 三三土 塊 墾基金塾
得られた MeO H抽出物を MeOH で再溶解 したと こ ろ MeO H溶解画分(96.2 g)
の ほ かに MeO H非溶解画分(2.0 g)を得た . MeOH 溶解画分に細胞毒性成分 の集
積が認められたため, こ の 画分に つ い て Diaio n H P-20 カラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー (¢100×300m m) を行 い MeO H溶出画分 Fr. A(72.0g), MeOH/Ac eto n e1/1溶
出画分 Fr･ B(10.8g), Ac eto n e溶出画分 Fr.C(6.9g)を得た . 次に , Fr.A に 10%MeOH
を 80 0mL加 え, 酢酸 エ チ ル 800mL続 い て ブタノ ー ル 10 00m L で それ ぞれ 3 回
ず つ 分配 し酢酸 エ チ ル 可溶部3･2g, ブタ ノ ー ル 可溶部 17.Og, 水 可溶部 37.3g を
得た .
王室_∠二 生壁睦塾里全室
顕著な細胞毒性が観察されたブタノ ー ル 可溶部 17.Og を O DS カラ ム ク ロ マ ト
グラフ ィ ー(Cbr o m ator e xO DS, ¢50×200m叫 に より分画を行 っ た . そ して ,5 0%
及び 60% MeO H溶出画分Fr･1A(3･2g),70 %MeOH 溶出画分Fr.1 B(228. mg), Fr.1C
(9 67･6 mg), Fr･1D(120･3 mg), Fr･1 E(200･7 mg), 80% MeO H溶出画分 托1 F(449.2
mg), M eO H及び C HC13溶出画分 Fr.1 G(154.8 mg)をそれぞれ得た .
12 の 単離
細胞毒性が観察された Fr.1 Eを MeO Hを溶離液とす る Sephade xカ ラ ム ク ロ マ
トグラフ ィ - (め13×50 0- )に負荷 し Fr.2 A(1.0 mg)
'
,Fr2 B(23.2 mg), Fr.2C
(3 5･1 mg), Fr.2D(37.1mg), Fr.2 E(4.6 mg),Fr.2 F(20.2 mg)を得た . Fr.2tが 12で あ
る .
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13 の
細胞静性が観察された Fr.1 Dを OD Sカ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ -(C hro m ato r e x
ODS, ¢18×370 m m)8こよる分画を行い , Fr.4A(72.3 mg), 4B(5.2 mg)及 び 4C
(3l･4 mg),を得た ･ Fr.4 A723 mg の うち30mg に つ い て HPL C(カラム De v elo sil
O DS- HG5, 溶離輯 80 %MeO H, 流速 1.8 mL/min, 検出 RI)による精敷を行 い 13
(14.1 mg)を単離した .
蜘 星空獲製 +単願
細胞毒性が観察された Fr.1F449.2 mg の うち110.1 mg につ い て O DSカラ ム
ク ロ マ トグラ フ ィ ー (Chrom ato r e xO DS, ¢18×370rr m)k よる分画を行 い ,
60% MeO H溶出画分 Fr3 A(3.3 mg),65% MeO H溶出画分Fr.3B(3.3mg),70% MeOH
溶出画分Fr･3 C(3･3mg),Fr.3 D(22.2 mg),Fr3E(15.3 mg),Fr3F(5.4 mg),Fr3 G(3.1
mg)を得た ･ Fr.3D -3 Gを統合 し, こ の 画分に つ い て H PL C(カ ラ ム De v elo si1
0 D S-H G5
, 溶離液 80%MeOH, 流速 1.8 mL/min, 検出 RI)による精製を行 い 14
(6･O mg)及び 1 5(8･2 mg)を単離した . また , Fr.3B か ら12(3.3 mg)を Fr.3C か ら
14(7.4 mg)をそれぞれ単離 した .
16の精 離
細胞毒性が観察された Fr.1 Gに つ い て O D Sカラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー
(Chr o mator ex O DS, め18×3 20m)による分画を行 い ,60% MeO H溶出画分Fr.5A
(5･2 mg), Fr･5 B(9･6 mg), Fr.5C(34.2 mg), 70% MeO H溶出画分 Fr.5D(20.2 mg),
80 %MeOH 溶出画分 Fr.5 E(18.2 mg),80 % MeO H及び MeOH溶出画分 Fr.5F(13.8
mg)を得た . Fr.5E に つ い て H P L C(カラ ム De v elo silOD S-HG5, 溶離液85% MeO H,
流速 1･5 mL/min
, 検 出 RI)による精製を行 い 16(6.1 mg)を単離 した .
馳 塵迦丞金盤
化合物1 4(5.7 mg)に 1, 4- ジオ キサ ン(4.5 mL)及 び 5% H2SO4(3 mL)を添加 し,
95℃ で 1.5時間撹拝 した . 反応後室温に戻 し, こ の 反応液に超純水及び酢酸 エ チ
ル を加 え分配を行 い , 酢酸 エ チ ル 可溶部及び水可溶部を得た . 得られ た酢酸 エ
チ ル 可溶部を減圧乾固 し, 残 さを シリカゲ ル カラ ム ク ロ マ トグラフ ィ ー(¢7× 70
mm
, 溶離液 80 % MeOH)で精製 し, 得られ た化合物(1.0 mg)に つ い て各様 ス ペ ク
トル 分析を行 い chlo r oge ninと同定した .
糖が含まれる水可溶部は , A mber比eIR A-96SB カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ ー に負
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荷 し, 水を用 い て溶出 し糖画分を得た .
盤 迦 迭定
得られた糖画分をRJ検出紫及び旋光度検出紫が接続 した H P L Cを用 い て分析
を行 っ た . HP L C条件 42)は , カ ラ ム Capc ellPakNH2 UG80(¢4.6×250 m m), 溶離
液 85%MeCN , 流速 o.7 miJmin, カラ ム 温度40℃ で ある . 標晶 との 直接比較より ,
構成糖は L-rhar m o s e(tR 7.8 min, 旋光度検出器 n egativ epe ak), D - G ala ctose(tR14.5
m in, 旋光度検出器 bo sitiv epe ak), D -glu c o s e(tR15.5 min, 旋光度検出器 positiv e
pe ak)と確認 した .
雌 塵
化合物15(5･5 mg)に 1, 4- ジオ キサ ン(4.5 mL)及び 5%H2SO.(3 mL)を添加 し,
95℃ で 1.5 時間撹拝 した . 反応後室温に戻 し, こ の反応接に超純水及び酢酸 エ チ
ル を加 え分配 を行 い , 酢酸 エ チ ル 可溶部及び水可溶部を得た . 得られ た酢酸 エ
チ ル 可溶部を減圧乾固 し, 残 さ をシ リカゲル カラ ム ク ロ マ トグラフ ィ ー (¢7×
70 m 叫 溶離液 80% MeO H)により精製 し, 得 られた化合物(1.1 mg)に つ い て 各
種 ス ペ ク トル 分析を行 い ch broge ninと同定 した .
糖が含まれる水可溶部は , Ambe rliteIR A-96S Bカラ ム ク ロ マ トグラフ ィ ー(め18
×250 m m)に負荷 し, 水 を用 い て溶出 し糖画分を得た . こ の 画 分に つ い て 上記
HP L C条件を用 い て分析を行 っ たと こ ろ , 構成糖は D -gluc o s e(tR15.2 min, 旋光度
検出器 po sitiv epeak)と確認 した .
i,整地合物 の物理化学的性)
ヒA 12五∬cr eastatin
C63HIO2033(M w :138 6)
white am o rpho u s s olid
[α】
2
D
5
-66･8
o
(cO･38, MeOH) Ref.28[α]
2
,
5
-42
o
(c0.4, MeO H)
F A BMS(押Sitiv e m ode)m/I 1410[M＋Na]
'
, 1426[M＋K]
'
1
H N M R:Table1
,
13cN M R:Table3
比 鎚 軸 迦
C39H64015(M w :77?)
white am o rpho u s s olid
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【α】冨 -56･4
o
(cI A6,pyridin e) Ref.29[αト5l.5
o
(c2.2,pyridine)
F AB M S(po sitiv e mode)m/I796[M＋Na]
＋
,
812[M＋K]
＋
1
H NMR:Table2
,
13
c NM R:Table4
虹 _金+ 象 山
と= 地
1 - す41-a- D - gala cto l)V r a n O Sidel.1
幽 鎚蛙
aJIO S Yl-(1 → 21 トβ- D一 正lu c ol)V r a n O S Vl.
C63H104033(Mw :1388)
white am orpho u s s olid
【α】冨 -16.6
o
(c0.78,pyridin e)
FAB MS(positiv e m ode)m/I1411[M＋Na]
＋
,
1427[M＋K]
＋
HR FABMS(positiv e m ode)m/I1411.6333[M＋Na]
'
,
A -2.5 m m u
I R(K Br)c m
-I
3398(O H),1070(C-0)
l
H N M R:Table1
,
UC N M R:Table3
Co uplingc o n sta nt(Jcl,H l)ofano me r c arbo n
L-rharr m o s e168.2Hz
出盛ニ勉 地 L
C39H6401 4(Mw :756)
white a m orpho u s olid
【α】慧 -10.8
o
(c0.5,C H Cl3/MeO H-1/1) Ref.30[cL]雷 -78
o
(cO.5, C HCl3/MeOH)
FA B M S(positive m ode)m/I779[M＋Na]
＋
,
795【M＋K]
＋
lH NM R:Table2,
1 3
c N MR:Table4
鎚 旦吐旺ゴ
a n o s vl-rl →
比丘_物+ 也
3)-I β- D- duc oT) V r an O S Vlイ1 → 3)-a-D - glu c ol:
幽
an o s vl-(1 → 21 トB- D- du c o
4)ニ旦:旦=呈 蜘
C63H10 4032(M w :13 72)
whit.e am o rphous s olid
[α]
2
D
4
- 74.9
o
(c0.5, pyridin e) Ref.2 7[α]
2
D
8
-53.3
o
(c0.3, pyridine)
FAB MS(positiv e m ode)m/I1395[M＋Na]
＋
,
1411[M＋K]
＋
1
H NM R:Table1
,
13
c N M R:Table3
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他 醒 由
C27H4404(Mw :432)
[α】芳 一48.8
o
(cO.1, MeO H) Ref.24[α]
2
,
2
-42
o
(cO.1, MeOH)
EI MS m/z432(M
＋
)
lH NM R(pyridine-d5)84.65(1H, qJike, J- 7.3, H -16), 3.91(1 H, m , H -3), 3.65(1 H, 帆
H -6),3.58(1 H,brd, J- 10.5, H -26eq), 3.49(1 H,brd, J-10.5, H -26ax), 1･13(3H, d, J-6･7,
H -21),0.89(3 H, s, H -18orH -19),0.86(3H, s, H -18 or H -19),0.67(3 H,d, J-5.2, H-27);
13c NMR (pyrid ine-d5) 8 3 8.0(C-1), 32.3(C-2),,70.9(C-3), 3 3.7(C-4), 52.7(C-5),
68.5(C-6), 42,8(C-7), 34.3(C-8), 54.2(C-9), 3 6.5(C-10), 2 1.3(C-ll), 40.0(C -12),
4 0.8(C-13), 56.4(C-14), 32.1(C-15), 81.0(C-16), 63.0(C-17), 16.5(C-18), 13.7(C-19),
42.0(C-20), 14.9(C-2 1), 109.1(C-22), 31.8(C-23), 29.2(C-24), 3 0.5(C-25), 66･8(C-26),
17.2(C-27)
姐 担 由
C27H4 404(Mw :432)
[α]冨 -5 0.1
o
(cO.ll, MeO H) Ref.24[α]芳 一42
o
(cO.I, MeO H)
EI M S m/z432(M
十
)
l
H N M R(pyridine-d5)8 4.64(1H, q-like, J-7.3, H -16), 3.90(1H, m , H -3),3.65(1H, m ,
H -6),3.58(1H, brd, J- 10.5, H -26eq), 3.49(1 H, brd, J- 10.5, H-26a x),1.13(3 H,d, J-6.7,
H -2 1),0.89(3H, s, H -18 or H -19),0.86(3 H, s, H -18or H -19),0.68(3 H,d, J-5･2, H-27);
13c N M R(p yrid ine-d5) 8 37.9(C-1), 32.3(C-2), 70.9(C-3), 33.7(C-4), 52.7(q-5),
68.4(C-6), 42.8(C-7), 34.3(C-8), 54.2(C-9), 36･5(C-10), 21.3(C-ll), 4 0･1(C-12),
40.7(C-13), 56.3(C-14), 32.1(C-15), 8l.0(C-16), 62.9(C-17), 16.5(C-18), 13.7(C-19),
41.9(C-20), 14.9(C-21), 109.1(C-22), 3 1.7(C-23), 2 9.2(C-24), 30.5(C-25), 66.8(C-26),
17.2(C-27)
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第三章に関する実験
旦之且= 三;±む鍵盤毒堕担艶
ス ク リ ー ニ ン グは,F MCA 法(flu o r o m etric micr o c ult r ecytoto xicitya s s ay)を用い た .
壬生星型鐙製
Cala m u sinsignis の 茎部 315g を MeOH に 1 晩浸 した/ その 後, ホ モ ジナイ ズ
(10 min), 遠心分離(4℃ ,4000rpm , 10 mih)し上浦を減退 した (上滑1). また ,
残さを再度ホモ ジナイ ズ , 遠心分離 し上清を洩過 した (上滑 2). 上滑 l と上帝
2 を減圧乾固 し MeOH 抽出物62gを得た .
避基金整
得られた MeOH 抽出物に10%MeO Hを 500mL を加 え, これ を ヘ キサ ン 500rnL
で 3 回分配 した . 続 い て酢酸 エ チル 500 mL, ブタノ ー ル 500mL で それぞれ 3
回ず つ 分配 し - キサ ン可溶部1.2g, 酢酸 エ チ ル 可溶部2.8g, ブタ ノ ー ル 可溶部
19.1g, 水可溶部35.5gを得た .
&
顕著な細胞毒性が観察されたブタノ ー ル 可溶部 19.1g の うち6.7g を ODSカラ
ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー(C hro m ato r e xO DS, ¢50×220rr m)により分画を行 っ た .
そ して 5 0%及び 60%MeO H溶出画分 Fr.1 A(4.77g),60 %及 び 70%MeOH 溶出画分
Fr･lB(349･6mg),70%MeOH 溶出画分Fr.1 C(1.09g),Fr.1D(86.2 mg),Fr.1E(50.2 mg),
80 % MeO H溶出画分 Fr.1F(13.2 mg),Fr.1 G(39.I mg),Fr.1H(194.8 mg), MeO H溶出
画分Fr･1Ⅰ(238.0 mg)及 び cHC13溶出画分 Fr.1J(152.9 mg)をそれぞ れ得た .
土 地 埜製+遵塵
細胞毒性が観察された Fr.1H のう ち36.2 mgに つ い て H P LC(カラ ム De v elosil
ODS- HG5
, 溶 離液 8 0%MeOH, 流速 1.8 mL/min, 検 出 RI)に よ る精製を行 い
Fr･2A(1･9 mg),Fr･2 B(10.0 mg)及 び Fr.2 C(18.1 mg)を得た . Fr.2 B及 び Fr.2A をそ
れ ぞれ 17及 び 1S と命名 した .
Ill
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19 の
Fr.2C(18.1 mg)に つ い て H P L C(カ ラ ム Y M C-Pa ck Pr oC 18, 溶離液85%MeO H,
流速 1.5mL/m in, 検出 m)によ る精製を行い 19(3.2 mg)を単離 した ･
20 の精
細胞毒性が観察された Fr.1 C 1.09g の うち 37.4 mg に つ い て H P L C(カ ラム
De v elo si1 0 D S- H G 5
, 溶離液 2 5 % MeC N, 流速 1.5 mL/min, 検出 R1)に よ る精製
を行 い 20(14.1 mg)を単離 した .
21 の精
′
単
細胞毒性が観察された Fr.1G に つ い て HPL C(カラ ム De v elosil OD S- HG5, 溶
離液80 % MeOH, 流速1.5 mL/min, 検出 RJ)に よる精製を行 い 21(1.8 mg)を単離
した .
1S の酸加水
化合物1S(3.8 mg)に1, 4- ジオ キサ ン(4.5 mL)及び 5 %H2S O4(3 mL)を添加 し,
95℃ で 1.5時間撹拝 した . 反応 後室温 に戻 し, こ の 反応液に超純水及び酢酸 エ チ
ル を加え分配を行 っ た . 糖が含まれる水可溶部に つ い て Amberlite IRA･96SB カ
ラ ム ク ロ マ トグラフ ィ ー (¢25×250In I叫こ負荷 し, 水 を用 い て溶出 し糖画分を得
た .
19 の酸加水
化合物 19(3.2 mg)に 1, 4- ジオ キサ ン(4.5 mL)及 び 5%H2S O4(3 mL)を添加 し,
95℃ で 1.5時間撹拝 した . 反応後室温 に戻 し, こ の反応液に 超純水及び酢酸 エ チ
ル を加え分配を行 っ た . 糖が含まれる水可溶部に つ い て A 血berl祉e IRA-96SB カ
ラム ク ロ マ トグラフ ィ ー(¢25×250rr m)に負荷 し, 水 を用 い て溶出 し糖画分を得
た .
20 の酸加水
化合物 20(3.5 mg)に 1, 4- ジオ キサ ン(4.5 mL)及び 5 % H2S O4(3 mL)を添加 し,
95℃ で.1.5 時間撹拝 した . 反応後室温 に戻 し, こ の反応液に超純水及び酢酸 エ チ
ル を加え分配 を行 っ た . 糖が含まれる水面溶部に つ い て Am berlite IR A-96 SB カ
ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー(¢25×25 0m血)に負荷 し, 水 を用 い て溶出 し糖画分を得
た .
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但全数旦 旦塵迦丞金座
化合物19(I.0 mg)に 1, 4- ジオ キサ ン(4.5 mL)及 び 5%H2SO4(3 mL)を添加 し,
95℃ で 1.5 時間撹挿 した . 反応後室温 に戻 し, こ の反応液に超純水及び酢酸 エ チ
ル を加 え分配を行 っ た . 糖が含まれ る水可溶部に つ い て Ambe rlite IRA -96SBカ
ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ -(¢25×250m m)に負荷 し, 水 を用 い て 溶出 し糖画分を得
た .
盤里換 地 選定
各化合物から得られた糖画分を RI検出器及び旋光度検出器が按統 した H PLC
を用 い て分析を行 っ た . H PLC 条件は , カラ ム Capc e11Pak N H2UG8 0(¢4.6×250
m m), 溶離液85% MeCN, 流速 o.7 mL/m in, カラ ム 温度40℃ で ある . 標品と の 直
接比較より , す べ て の化合物 の構成糖は レrha mno s e(旋光度検出器 n egativ epeak),
D- glu c o s e(tR15.5 min, 旋光度検出器 positiv epe ak)と確落 した . なお, L-rha m n o s e
及 び D- g山c o s eの保持時間は下記 の とおりで ある .
レRh(min) D-GIG(min)
Sta ndard 9.16 14.65
1S 9.29 14.52
19 9.19 14.4 2
20 9.23 14.4 6
21 9.1 8 14.4 0
単離した化合物 の物理化学的性:
比企艶 辿 ⊥
C51H82021(M w :103 0)
white a m o叩ho u s s olid
2 0
[cJD
2
-8 0.3o(c0.82,p yrid ine) Ref.31[α]｡ - 94.2
o(c0.39, pyridine)
FA B M S(positiv e m ode) m/I1053[M＋Na]
'
,
1069[M＋K]
＋
1H N M R:TableI
,
13c N M R:Table2
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担 幽 ゴ
r a m o sidell
幽
IVra n O S Vl-(1 → 21トB- D- glu c o
他
蜘
C57H92026(M w :1192)
white a m o rpho u s s olid
【α]
2
,
4
-80･3o(cO･82,pyrid ine)
FA BM S(positiv e m ode) m/z141[M＋Na]
'
,
1426[M＋K]
'
H R FA B MS(positiv e m ode)m/I141l.6333[M＋Nar, A - 1.4 m m u
IR(K Br)c m
-I3420(O H),1051(C-0)
1H N M R:Table1
,
13c N M R:Table2
Co uplingc o n sta nt(Jcl,fl)ofa n o m er carbo n
L-rha m n o s eA 169.5 Hz, L-rhaJm O S eB 172.3 Hz
出金艶+ 也
辿 L
C51H82021(Mw :1030)
white a m o rpho u s s olid
[α]
2
D
3
-80･4o(cl･45, pyridine)
F A BM S(押Sitiv e m ode) m/z 1053[M＋Na]
＋
,
1069[M＋K]
十
H R FAB M S(positiv e m ode)m/I1 053.52 01[M＋Na]
＋
,
A -4.5 mm u
IR(EBr)c m
-I
3401(bH),1066(C- 0)
lH N M R:Table1,
13
cNM R:Table2
Co uplingc o n sta nt(Jtl,El)ofano m e r czwbo n
L-rha m n o s eA 1 71.6 Iiz, L-rharr m o s eB 173.9 Hz
合物 20 (26_ 0_B_D - Elu c ol) V r an O S Vl(25 R)一触 地 主l立並:
由
&
C57H92026(Mw :1210)
white a m o rpho u s s olid
[α】
2
,
4
-150･5o(cl･57, pyridine)
FA B M S(押 Sitiv e m ode) m/I123[M＋Na]
'
,
1249[M＋K]
'
H R F A B M S(positiv e m ode)m/I 1233.5833[M＋Na]
'
,
A -4.8 m m u
a n o s vl-rl→ 2
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I R(K Br)c m
'1
33 92(OH), 1065(C- ･0)
1
H N M R:Table1
,
1 3
c N MR:Table2
Co uplingc o nsta nt(.fc l,H l)ofan o m er c a rbo n
しrha m n o s eA 173.9Hz, しrba m n o s ea 173.9 Hz
比 軸 迎墨蛙
辻 軸 L
C51H82021(Mw :1030)
white a m orpho u s s olid
【α】
2
,
4
-36･9o(c1.0,pyrid ine)
F A B MS(po sitiv e m ode) m/I1053[M＋Na]
'
,1069[M＋K]
'
H RFA BM S(positiv e m ode)m/I1053.5201[M十Na]
'
,
A -4.5 m u
IR(K Br)c m
-I
3403(O H),1058(C- 0)
l
H N M R:Table1
,
1 3
cN M R:Table2
Co uplingc o n stallt(.7c l,Hl)ofan o m er carbon
L-rhar m o s eA173.5 Hz
,
L-rha m n o s eB 172.1Hz
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申 し上げます .
また , 成分研 究を行うに あたり , 熱帯植物 の 入手 に御協力頂きま したテ ム コ
株式会社 小谷野喬博士 , コ ン ケ ン大学農学部 Tha wo r nKo withayako m 教授 に心
よ り感謝申 し上げます .
また , 化合物 の構造決定を行うに あた り, 800 M HzN M R装置を使用さ せて頂
き , 更 に終始暖か い御激励 を賜りま した国立医薬品食品衛生研究所生薬部部長
合田幸広博士 , 同部室長 川原信夫博士 , 千葉大学大学院薬学研究院 酒井信夫
博 士 に心 より感謝申し上げます.
また , 細胞実験を行うに当たり, 御懇篤なる御指導並びに有益な御助言を賜
りま した千葉大学大学院薬学研究院 山 口直人教授, 中山祐治博 士 に心 より感謝
申 し上げます .
ま た, 糖分析を行うにあたり , 旋光度検出器を使用させ て頂きま した千葉大
学大学院薬学研究院 高山康光教授, 北 島満里子講師に心 より感謝申 し上げます.
また, 千葉大学で の研究を勧めて頂き , 終始暖か い御激励を賜りま した 日本
大学生物資源科学部前教授 武田明治博士 , 同学部専任講師 松藤寛博士 に心よ
り感謝申 し上げます.
また, 終始暖 か い御激励を賜りま した国立医薬品食品衛生研究所食品部室長
穐山浩博士 に心より感謝申 し上げます.
最後に , F A B M S及 び高分解能 F A B M S測定を行 っ て い ただ い た嘗銘 一 文 氏 ,
鎌 田和 明氏, 大崎尚人氏に 深く感謝申 し上げるとともに本研究に ご協力頂きま
した千葉大学薬学部活性構造化学研究室 の皆様に心より御礼申 し上げます .
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学位論文審査
本学位論文 の審査は千葉大学大学院薬学研究院で指名された下記 の審査委負に
より行われた .
主査 千葉大学教授 (薬学研究院) 薬学博士 高山 康光
副査 千葉大学教授 (薬学研究院) 井草博士 石川 勉
副査 千葉大学教授 (薬学研究院) 薬学博士 山口 直人
審査を して頂き , 様々 の 貴重な御助言賜りま した諸先生方に深く感謝申し上げ
ます .
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